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Untersuchungen iiber 
die Natriumsaize der Nucleinsiure aus Weizenkeimen. 


Adrian Thomas und Arthur W. Dox. 


Beim Arbeiten mit einigen aus verschiedenen Quelien dar- 


eestellten Nucleinsiiuren wurde konstatiert. daB immer Natrium 


vornanden War, odgieich ale raparate durch Salzsiiure eetillt 
und mit Saurehaltigem Alkoho] au sgewaschen waren. Die Hnt- 
lernung der letzten Spuren des Natriums bei diesem Verfahren 


Una es erschneint ungemein scnwie} 1g, die 
lrele Saure zu Wenn nicht das Salz eines ScChwer- 


uetalls als Zwischenstufe dargestellt wird. Die Natriumsalz 


ind leicht erhiltlich. Mal Garr aiso annehmen, dab 


simtliche HanJelsnucleinsiuren. wenn sie auch saure Kigen 
schaften besitzen, in der Tat als Salze vorliegen. 

Die Nucleinsiiure betrachtet man als unldéslich. dagegen 
das nucleinsaure Natrium als léslich in Wasser. Neutrale. 
saure und basische Salze der Nucleinsiure mégen auch vor- 
kommen. 

Steudel+) hat aus Thymus ein nucleinsaures Natrium mit 
t Atomen Natrium dargestellt 


Levene?) gibt fiir Thymusnucleinsiure eine Formel an, 


die die Annahme von fiinf ersetzbaren Wasserstoffatomen er- 


iaubt.. Dasselbe auch fiir seine Hefenucleinsiure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. CXLII. 
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2 Adrian Thomas und Arthur W. Dox, 


Osborne und Harris*) stellten aus Weizenkeimen eine 
Nucleinsiure dar, die sie mit Hefenucleinsiure fiir identisch 
hielten. Levene‘) deutet auf diese Méglichkeit hin, Levene 
und La Forge) halten die Annahme fiir gerechtfertigt, und 
Jones®) stimmt mit ihnen iberein. 

Osborne und Harris stellten aus ihrer Nucleinsiure ein 
Hexasilbersalz dar, das auf mindestens sechs ersetzbare Wasser- 
stoffe hindeutet. Jones und Read’) geben fiir Hefenuclein- 
siure eine Formel an, die acht ersetzbare Wasserstoffe auf- 
weist. 

Verschiedene Priaparate des léslichen nucleinsauren Na- 
triums, die wir in Handen hatten, wiesen betrichtliche Unter- 
schiede in Hinblick auf ihre Alkalinitit auf, was AnlaB zu der 
Vermutung gab, daB dieselben entweder verschiedene Salze 
waren oder freies Alkali als Verunreinigung enthielten. Um 


diese Frage zu entscheiden haben wir mehrere Salze dargestellt 


und ihre Zusammensetzung untersucht. 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung der Natriumsalze benutzten wir eine aus 


Weizenkeimen hergestellte Nucleinsiure. Die Siure gab folgende 


Analyse: 
C 37,07; H 4,51; N 18,99;  P 9,08; Na 4,73, 


Sie war ziemlich unldslich in Wasser, und eine Aufschwemmung 


derselben. reagierte sauer gegen Alizarin. Die Herstellung 
geschah ohne Verwendung von Acetat. 


Methode zur Darstellung der Salze. 


Die Nucleinsiure wurde in hinreichend Wasser, um eine : 
etwa 10°/,ige Lésung zu erzielen, aufgeschwemmt. Die ver- — 
langte Menge Natriumhydroxyd, in wenig Wasser gelést, wurde q 
zugesetzt und die Mischung umgeriibrt, bis die Siure in Lésung ~ 
gegangen war. Die entstandene Lisung wurde filtriert und das 
nucleinsaure Natrium durch EKingieBen in das vierfache Vol. 
gegen Phenolphthalein neutralisierten Alkohols gefillt. Vor dem 
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Untersuchungen iiber die Natriumsalze der Nucleinsiure usw. 3 


Fallen wurde, um eine etwaige Emulgierung zu umgehen, wie 
* Jones in seiner Monographie empfiehlt, dem Alkohol eine 
4 geringe Menge essigsaures Natrium zugesetzt. Nach Absitzen 
_ des Niederschlages wurde die alkoholische Mutterlauge ab- 
" gegossen und der Riickstand mit Alkohol ausgewaschen, bis 
| das Filtrat frei von Alkali war und etwa 95°/, Alkohol ent- 
4 hielt. SchlieBlich wurden die Praparate mit Ather entwiassert 
und bei 100—110° getrocknet. 
3 Um die Bestindigkeit der Salze nachzuweisen und ihre 
: Verunreinigung durch ungebundenes Alkali sicher zu vermeiden, 
- + wurden sie in Wasser aufgelést, mit neutralisiertem Alkohol 
7 wieder gefallt, griindlich gewaschen, entwiissert und getrocknet. 
' | Kin jedes Salz wurde mindestens zweimal wieder gefallt, und 
» yom urspriinglichen Salz, sowie von jeder Fallung eine Probe 
1 7 gur Analyse entnommen. 


In der ersten Reihe wurde hinreichend Natriumhydroxyd 
angewandt zur theoretischen Umwandlung der Nucleinsadure in 
_ ein 6 Na-Atome enthaltendes Salz. Zur Bestimmung dieser 
- Menge nimmt man, wie aus der Analyse hervorgeht, an, daB 
die Nucleinsiure schon 3 Atome Na enthilt, und daB die Tetra- 
nucleotidstruktur der Hefenucleinsiure geniigend zuverlassig fir 
solche Berechnungen ist. Um die HKinfiihrung von anderem 
Na zu vermeiden, wurde die Emulsionsbildung durch Zusatz 
von Ammonium anstatt Na-Acetat gehemmt. Die Acetatlésung 
wurde aus Essigsiure durch Neutralisation gegen Phenolphthalein 
mit Ammoniak gewonnen. 


In diesem Priparat entspricht der Natriumgehalt dem 
1 eines Tetranatriumsalzes. Wir bezeichnen es als Priaparat a, 
1 Reihe I. Ein zweites Salz wurde in dhnlicher Weise dar- 
4 ) gestellt unter Verwendung von zweimal so viel Na, und von 
Natriumacetat anstatt Ammoniumacetat. Der Natriumgehalt 
; ‘entspricht einem Heptanatriumsalz. Wir bezeichnen es als 
q / Priparat a, Reihe II. Aus beiden Salzen stellten wir noch 
‘a drei weitere Priparate, b, c und d, durch aufeinanderfolgende 
q allungen dar. 

Die analytischen Ergebnisse finden sich in Tab. L 

1* 


ag 
al 
q 
i 
a 
Fi 
; 

4 

| 

; 

i 
} 
i 

i 
a 
d 
i 
a 
: 
: 


4 Adrian Thomas und Arthur W. Dox, 
Tabelle I. 
Analysen der nucleinsauren Natriumsalze, Reihen I und II. 
Reihe I. 
Priparat a Priiparat b 
(urspriingliches Salz) (erste Fillung) 
°/o */o 
82,44 82,57 | 82,51 32.64 32,51 82,57 
H 8.86 | 3,88 3,87 4,26 4,37 4,32 
N 13,15 12,94 13,04 14,53 14,53 14,538 
Pp 10,01 | 10,14 10,08 9,14 9,32 9,28 
Na te 4,01 | 4,09 4,05 
Priparat Priparat d 
(zweite Fiillung) (dritte Fallung) 
* 33,47 83,57 | 38,52 34,32 84,37 | 34,85 
H 4,43 4,61 4,52 4,58 4,15 4,66 
N 15,47 shee 15,47 15,93 ws 15,93 
P 9,31 9,20 9,26 9,25 9,45 9,35 
Na 2,42 ia 1,42 
Reihe II. 
Priparat a Priparat b 
(urspriinglidhes Salz) (erste Fallung) 
C 28,28 | 28,37 | 28,32 | 33,51 | 383,56 | 33,53 
H 4,23 4,03 418 4,19 4,17 4,18 
N 10 61 10,61 10,61 12,97 12,92 12,94 
Pp 8,68 8,34 8,48 9,27 9,29 9,28 
Na 10,90 | 11,15 11,02 7,69 | — 7,69 
Praparat ¢ Priparat d 
(zweite Fallung) (dritte Fillung) 
C 83,22 33,15 | 88,19 84,05 | 3418 | 84,11 
H 4,35 4,23 4,29 4,39 4,47 4,48 
N 13,73 ee 13,73 15,25 te 15,25 
P 9,33 9,80 9,31 9,69 8,96 9,38 
Na 5,82 5,82 3,40 3,40 


Aus den analytischen Befunden ist ersichtlich, daB Natrium 
durch Ammonium stufenweise ersetzt wurde, was aus den Na-, 
N- und H-Zahlen hervorgeht. Ammoniakbestimmungen fir 


alle 8 Priparate sind in Tab. II wiedergegeben. Diese Be- 4 
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Tabelle II. 
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stimmung wurde so ausgefiihrt, daB 0,25—0,5 g Substanz in 
ungefihr 250 ccm Wasser in einem Kjeldahlschen Kolben 
> aufgelést, 5 com 25°/, NaOH zugesetzt und das Ammoniak in 
0,1 n-Séure iberdestilliert wurde. 


Reihe 
Reihe II . 


Ammoniakgehalt der Priiparate in Rethen I und II. 


Priiparat a | Priiparat b | Priparat c¢ | Praparat d 
0,38 1,56 2,38 2,63 
0,24 0,52 1,04 2,61 


Tabelle Il. 


Beim Subtrahieren des dem gefundenen Ammonium ent- 
sprechenden N und H, vom Gesamt-N und -H, kénnen diese 
als Ammoniakradikal ausgedriickt werden, und wir kommen 
dann auf folgende Zahlen. 


Tabelle IV. 


; Analysen der nucleinsauren Natriumsalze, Reihen I und I 

4 einschlieBlich Ammoniak. 

i Reihe I Reihe II 

Priiparat a b | ¢ | a b 

C $2.51 32,57 | 88,52 | 84,35 | 28,32 | 83,53 | 38,19 | 34,18 

8,79 8,97); 38,99] 4,07] 4,08) 4,07) 4,06 3,85 

ich NH, 12,74 | 13,82 | 13,62] 13,89 | 10,42 | 12,53 | 12.92 | 18,22 

P 10,08 | 9,23 9,26] 9,85] 8,48| 9,28/ 9,31/| 9,82 
Na 1,13 | 4,05 | 2,42) 1,42] 11,02; 5,82) 8,40 
NH, | 0,38} 1,56) 2,38) 2,68 0,24; 0,52 1,04/ 2,61 


q Atomverhiltnisse des Phosphors, Natriums und Ammoniaks der Reihen I 


und II, aus den Daten von Tab. [II berechnet. 


P Na NH, 
Priparat a 4 4 ~ 4 
Priparat b 4 2 1 4 
Priiparat, 4 1 2 4 
Priiparat d 4 1 2 4 


P Na NH, 


Da Na eine stirkere Base ist als NH,, so ist ein Ersatz 


_ von Na durch NH, nicht zu erwarten. Eine mégliche Er- 
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Adrian Thomas und Arthur W. Dox, 


klarung wird spiter erértert werden. Wegen des stattgefundenen 
Ersatzes wurden zwei weitere Reihen (III und IV) der Na-Salze 


dargestellt. 


Nucleinsiure und NaOH wurden in denselben 


Verhialtnissen verwendet wie bei Reihe I und II, aber anstatt 
Ammoniumacetat wurde neutrales Natriumacetat zugesetzt. 
Jedes Salz wurde zweimal wieder gefallt. 
spriinglichen Salze sowie der wieder gefallten Praparate finden 


sich in Tab. V. 


Tabelle V. 


Analysen der ur- 


Analysen der nucleinsauren Natriumsalze, Reihen III und IV. 


Reihe III. 


Priparat a Priparat b Priparat ¢ 
(urspriingliches Salz)| (erste Fiallung) (zweite Fillung) 

1 2 |Mittel}] 1 | 11 |Mittel] 1 | 2 | Mittel 
c | 30,92 | 20,97 | 3095 | 33,16 | 32,66 | 32,92 | 32,69 | 32,55 | 32,62 
H 3.85] 3,84] 3,85 | 4,06| 3,97) 4,01 | 4,11] 38,76] 3,93 
N | 11,92 | 12,11 | 12,02 | 12,46 | 12,87 | 12,66 | 12,43 | 12,43 | 12,48 
P 8,69; — | 8,69] — | 867] 867] — | 8,67 
Na | 806] — | 8,06] 7,93) — | 7,98] 7,88! — | 7,88 

Reihe IV. 

Priiparat a Priiparat b Praparat ¢ 
(urspriingliches Salz)} (erste Fillung) (zweite Fallung) 
C | 29,20 | 29,68 | 29,44 | 31,64 | 31,80 | 31,72 | 31,21 | 31,92 | 31,56 
H 3,46| 8,49| 8,47] 4,06] 414] 4,10] 3,84] 3,93] 3.88 
N | 10,92 | 11,07 | 10,99 | 11,27 | 10,92 | 11,09 | 11,27} 11,27 | 11,27 
P — 860] 827; — | 327] 858; — | 8,58 
Na | 10,87! — | 10,87] 10,48! — 10,43) 10,21| — | 10,91 


Tabelle VI. 


Atomverhiltnisse des Phosphors, Natriums und Ammoniaks der 
Reihen III und IV, aus den Daten von Tab. V berechnet. 


Reihe II Reihe IV 
Priaparat a 4 | 5 4 q 
Priiparat b 4 | 5 4 7 
Priparat ¢ 4 5 4 6* 


* Natrium 6,4 


4 
se 
| 
ad 
ik 
i 
i 


Untersuchungen iiber die Natriumsalze der Nucleinsiure usw. 7 


Aus Reihen II und IV ersieht man, daB 7 Atome sich 
einfiihren lassen, entsprechend sieben ersetzbaren Wasserstoffen. 
Daher wurde eine V. Reihe angestellt. Bei Priiparat a dieser 
Reihe wurde Natriumacetat in Alkohol verwendet, und geniigend 
NaOH der Nucleinsiiure zugesetzt, um ein 27°/, Natrium ent- 
haltendes Salz zu bilden, wobei vorausgesetzt wurde, dab 
simtliches Na mit der Siure reagierte. Das entstandene Salz 
enthielt aber nur 12,33°/, Na. 

Kalium ist bekanntlich eine stirkere Base als Natrium, 
und es ist zu erwarten, daB bei der Fallung des nucleinsauren 
_ Natriums bei Gegenwart von Kalium- statt Natriumacetat ein 
_ Na—K-Salz der Nucleinsiure entstehen wiirde. Kaliumacetat 
_ wurde daher in jeder Umfallung verwendet. Analysen der 
Praparate der Reihe V folgen. 


Tabelle VIL. 


Analysen der nucleinsauren Natriumsalze, Reihe V. 


Priparat a Priiparat b Priiparat ¢ 

(urspriingliches Salz) (erste Fiallung) (zweite Fallung) 
°/o °/o */o 

1 | 2 |Mittel] 1 | 2 |Mittel} 1 2 | Mittel 
| C_ | 29,24 | 30,00 | 29,62 | 29,08 | 29,66 | 29,37 | 29,40 | 29,08 | 29,24 
8,60; 4,02| 3,81] 3,62| 3,49) 8,55] 3,47) 3,56| 8,51 
10,42 10,21 | 10,31 | 10,53 | 10,42 | 10,47 | 10,42 | 10,25 | 10,38 
7,91 7,96] 7,94] 8,14/ 8,23) 818 | 8,53) 845) 8,49 
Na | 12,81 | 12,85 | 12,33] 9,37, — | 9,37] 7,66) — | 7,66 
«K — — — | 395) — | 3,95] 608' — 6,08 


Tabelle VIII. 


Atomverhiltnisse des Phosphors, Natriums und Kaliums der Reihe V, 
aus den Daten von Tab. VII berechnet. 


P Na K 
4 Priparat a . 4 8 
Priparat b . 4 6 2 
Priparat c 4 5 


Es leuchtet ein, da Na durch K unter diesen Bedingungen 
leicht ersetzbar ist. Wabrscheinlich ist es, daB sich nur 
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8 Adrian Thomas und Arthur W. Dox, 


so viel Na mit der Nucleinsiure verbinden kann, um ein 
Octanatriumsalz zu bilden, und daB ein Heptasalz leicht dar- 
zustellen ist. Die Méglichkeit, dab etwas Na dem Purin oder 
Pyrimidin vielmehr anhaftet als den Phosphorsiuregruppen, 
ist in Betracht gezogen, jedoch fir unwahrscheinlich gehalten 
worden. 


Ersatz des Natriums durch Ammonium. 


Analysen der in Gegenwart von Na- oder K-Acetat ge- 
fillten Priparate weisen durchschnittlich einen Stickstoffgehalt 
auf, entsprechend einer Formel mit 12 Stickstoffen. Wenn 
nun die Anzahl der Stickstoffatome iiber 12, d.h. bei den in 
Gegenwart von Ammoniumacetat gefillten Praiparaten als 
Ammoniakstickstoff berechnet wird, so ersieht man, dab das 
berechnete Ammonium mit dem durch Analyse bestimmten 
iibereinstimmt. 


Tabelle IX, 


Vergleich der Atomverhiiltnisse des P, Na und NH, fiir Priaparate. 
Reihen I und II, durch Analyse und durch Umrechnung des im Uber- 
schu8 iiber 12 Atome befindlichen N. 


Reihe I Reihe II 


aus Analysen - berechnet aus Analysen | berechnet 


| 


| | | | 
P |Na|NH, P | Na |NH,| P | Na|NH,| P | Na | NH, 

Priip. a | 4 | 4 7 
Prap. b | 44259 4,;4;—j;4 4 
Priip. ¢ 4/1 4; £8 4 | 8 1 4 3 1 
Pip. d 14514) 4.14134 2 


Zu bemerken ist, Praiparat a, Reihe II, bei dem 
Natriumacetat verwendet wurde, mehr Natrium enthalt als das 
entsprechende Priparat in Reihe I, bei dem Ammoniumacetat 
verwendet wurde, obgleich letzteres nicht gnug Ammonium (NH, 
enthalt, um die Differenz auszugleichen; jedoch wurden in beiden 
Priparaten dieselben Verhiltnisse Nucleinsiure zu Natrium- 
hydroxyd verwendet. Weiterhin ist in Reihen III und IV der 
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 Natriumgehalt der b- und c-Priiparate praktisch der gleiche, 
wie jener des a-Priiparates, auch in Reihe V ist der gesamte 
Natrium- und Kaliumgehalt der b- und c-Priiparate gleich dem 
Natriumgehalt des a-Priparates. In Reihe II aber, wo Pri- 
+ parat a bei Gegenwart von Ammoniumacetat gefallt wurde, 
_ ist der Natriumgehalt des b kleiner als der des a, wenn auch 
dieser Verlust an Natrium nicht von einem Ersatz durch 
Aquivalente Mengen Ammoniaks begleitet ist. Augenscheinlich 
wird bei Priparat a, Reihe I, und Priparat b, Reihe II, ein 
H—Na-Salz gebildet, und bei c und d beider Reihen dagegen 
H—Na—NH,-Salze. 

DaB das H-Salz nur teilweise gebildet wird, ist daran zu 
erkennen, daB die Summe des Na und NH, in b und c beider 
Reihen praktisch konstant (d. h. vier) bleibt. * 

4 Kine Erklirang dieses Verlustes an Natrium ohne Ersatz 
+ durch Ammonium suchten wir in der Reaktion von Ammonium- 
acetat in Alkohol. Wenn man eine wiBrige, gegen Phenol- 
phthalein neutrale Lésung von Ammoniumacetat in Alkohol 
eingieBt, so entsteht eine gegen Phenolphthalein stark saure 
Lésung. Beispiel: 20 ccm einer neutralen Ammoniumacetat- 
lésung, entsprechend 1 ccm LEisessig, wurden in 100 ccm 
95°/,igen Alkohol eingegossen. Die entstandene Lésung war 
nun stark sauer und verbrauchte 18 ccm 28 °/, iges Ammoniak- 
wasser, um eine schwach rétliche Farbe mit Phenolphthalein 
zu erzeugen. Letztere Lésung erforderte nach EingieBen in 
500 ccm destilliertes Wasser 10 ccm Eisessig, um die Farbe 
zu verlieren. 
Diesem Versuche liegt eine Hydrolyse und nachfolgende 
Dissoziation des gebildeten Ammoniumbydroxyds zugrunde. 
_ Das Ammoniak wird in Freiheit gesetzt und geht beim 
n  Destillieren iiber, wihrend die weniger fliichtige Essigsiure 
s zuriickbleibt. 
t Eine Lisung von Ammoniumacetat wurde bereitet durch 
,)  4usammenbringen gleichmolekularer Mengen Essigsiure und 
n | Ammoniumhydroxyd, und so verdiinnt, daB 25 ccm davon 1 ccm 
\- : Kisessig entsprach. Drei Verdiinnungen dieser Lésung wurden 
ry mit Alkohol und zwei mit Wasser bereitet. Die entstandenen 
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Lisungen, die bestimmte Volumina und bestimmte Mengen 
Ammoniumacetat darstellten, wurden fraktionell destilliert. 
Die Fraktionen wurden in verdiinnter Schwefelsiure aufgefangen, 


danach mit einem Uberschu8 Natriumhydroxyd versetzt und 
Tabelle X. 
Ammoniak und Essigsiure, erhalten durch fraktionelle Destillation der 
Ammoniumacetatlésungen. 
Zusatz von Alkohol. 
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 8 
Alkohol 100 eem 200 ecm 400 ecm 
CH,COONH, 25 ecm 25 eem 12,5 cem 
Vol. Essig Am- | Vol. | Essig-| Am- | Vol. | Essig. Au@ 
Frakt. dest. | siiure moniak | dest. | siure | moniak | dest. | siure moni 
1 87,6 | 27,7 | 41,7 | 254! 61; 
2 29.2) 1,9 | 62 | 292) 26) 10,7 | 287) 48 21, 
8 15,6 | 24) 0,08 | 11,9| 1,8 16 | 218; 56] 46 
4 11,2] 11,7] 0,8 | 17,1 | 20,7 0,0 | 28,4) 298) 2 
Riickstand 6,4 | 84,5 61,8 2,7 | 73,2 | 41,5 0,7 | 64,2 
Summe | 100,0 | 102,4 | 97,1 |100,0 |101,1 | 96,4 | 100,0 }111,2 | 91 
Zusatz von Wasser. 
Experiment 1 Experiment 2 
Wasser 100 ecm 200 ccm 
CH,COONH, 25 eem 25 ecm 
Vol. | Essig- | Am- Vol. | Essig- | Am- 
Frakt. dest. stiure | moniak | dest. | siiure | moniak 
1 88,8 1,2 9,5 41,7 1,5 | 11,0 
2 27,6 2,8 3,9 21,9 2,6 3,8 
8 15,3 8,6 2,8 13,9 2,7 2,9 
4 15,1 10,1 9,1 14,3 9,3 7,0 
Riickstand 3.2 83,5 69,8 22 84,0 71,1 
Summe 100,0 | 101,0 95,1 | 100,0 | 100,1 95,8 
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das Ammoniak in Siure von bekanntem Titer iiberdestilliert. 
Die Rickstiinde wurden mit Schwefelsiure angesiiuert und die 
Essigsiure iiberdestilliert. Essigsiure und Ammoniak wurden 
also in jeder Fraktion getrennt und ihre Mengen bestimmt. 
Ergebnisse finden sich in Tabelle X, wo die respektiven Mengen 
als Prozentsiitze des Gehalts der urspriinglichen Lisung aus- 
gedriickt sind. 

Obige Versuche zeigen, daB der Alkohol auf die Hydro- 
lyse des Ammoniumacetats einen nicht unbedeutenden Einflub 
austibt. Eine neutrale wiBrige Lésung von Ammoniumacetat 
wird stark sauer bei Alkoholzusatz, und aus dieser Lésung 
wird das Ammoniak viel leichter entfernt durch Destillation 
als aus der neutralen wafrigen Lisung. Aus diesen Daten 
geht hervor, daB beim Zusatz von Alkohol Ammoniak frei 
wird, und die Essigsiure gewissermafen einer Dissoziation in 
H-Ionen itiberlassen ist. 

Kine halthare Auffassung ist die, da8 das nucleinsaure 
Natrium mit Essigsiure unter Bildung von Natriumacetat und 
wasserstoff-natrium-nucleinsaurem Salz reagiert, und dann, 
nach teilweiser Entfernung der Essigsiiure, sich gewissermaBen 
Ammoniak unter Bildung eines Wasserstoff-Natrium-Ammonium- 
salzes der Nucleinsiure addiert. 

Vorliegende Daten deuten darauf hin, daf vier von den 
méglicherweise acht ersetzbaren Wasserstoffen der Nuclein- 
siure leichter. zu substituieren sind als die iibrigen. Diese 
Uberlegung erlautert die Bildung eines Tetranatriumsalzes vor 
irgendeinem Ersatz des Natriums durch Ammonium. Sobald 
diese Stufe erreicht ist, 1i8t sich irgendwelches durch die 
Kssigsiure herausgezogene Natrium durch Ammonium ersetzen. 
Bemerkenswert ist, daB die Neutralitit des Natriumacetats 
durch Zusatz von Alkohol zu der wibrigen Lisung nicht be- 
einfluBt wird. 


Alkalinitit der nucleinsauren Salze. 


Séimtliche hier beschriebenen Salze waren alkalisch gegen 
Alizarin, ausgenommen Praparate d, Reihe I. In Reihe I waren 
alle Praparate gegen Phenolphthalein sauer, mit Ausnahme 
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des Priparates a, das fast neutral war. 


nahme des a, das deutlich alkalisch reagierte. 
IV und V waren alle deutlich alkalisch. 
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Alle Priaparate der 
Reihe If waren diesem Indicator gegeniiber sauer, mit Aus- 


In Reihen III, 


Wegen der Farbung der nucleinsauren Liésungen war die 
Titration etwas schwierig, jedoch ausfiihrbar bei Anwendung 
einer 0,1 g-Probe nach Verdiinnung auf ungefihr 150 ccm. 
Tabelle XI zeigt vergleichende Titrationen mit decinormal 
H,SO, bzw. NaOH gegen Alizarin bzw. Phenolpnthalein. 


Tabelle XI. 


Reihe I 
Priip Aliz.  Phth. 
H, 
a | 0,98 | 0,02 
b | 0,68 | 0,64 
0,24 0,74 
NaOH 
d | 0,10 | 0,99 


atome bzw. -gruppen. 


Reihe II 
Aliz. Phth. 
H, 1,50, A, SO, 
1,04 

NaOH 
0,98 | 0,53 
0,68 | 0,53 
0,68 0,97 


Reihe III Reihe LV Reihe V 
Aliz. | Phth. | Aliz. Phth. | Aliz. | Phth 
H, H,80, SO,| H | | H, 1,50, | S( 
1,66 0,50 3,18 1,38 3,61 1,50 
1,61 0,40 | 8318 1,15 | 341 | 
161 0,35 | 2,93 1,18 | 3,32 | 1,97 
‘Struktur. 


Es war nicht beabsichtigt, den Aufbau der dargestellten 
nucleinsauren Salze zu erdrtern, sondern nur den Umfang der 
Bindung der Nucleinsiiure mit Basen zu bestimmen. 
Nucleinsiure ein ‘Tetranucleotid 
Jacobs’), Levene und La Forge®), und Jones und Read”) 
nachgewiesen, und auf dieser Auffassung beruht unsere Be- 
rechnung der Anzahl der Natrium-, Kalium- und Ammonium- 


ist, 


DaB 


haben Levene und 


Die Auffindung von 7—8 Natrium- 


atomen in einigen Priparaten zwingt zu der ‘Vermutung, dab 
die individuellen Nucleotide durch ihre Kohlenhydratgruppen 
verbunden sind, wie bei der Jones-Readschen Formel, anstatt 
durch eine esterartige Bindung, da letztere nicht geniigend 
viel ersetzbare Wasserstoffatome aufweist. 
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Zusammenfassung. 


1. Natriumsalze der Nucleinsiure, enthaltend 4—8 Na- 
triumatome sind aus Weizenkeimnucleinsiure dargestellt worden. 

2. Bei Verwendung von Kalium anstatt Natriumacetat, um 
Emulgierung wihrend der Fallung mit Alkohol zu umgehen, 
wurde Natrium durch Kalium teilweise ersetzt unter Bildung 
eines Kalium-Natriumsalzes der Nucleinsiure. 
3. Bei Verwendung von Ammoniumacetat nahm der 
Natriumgehalt der Natriumsalze ab, unter partiellem Ersatz 
durch Ammonium. Augenscheinlich biidete sich ein H-Na- 
NH,-Salz. 

4, Die Menge des in einigen Priparaten gefundenen 
Natriums deutet auf eine Bindung der individuellen Nucleotide 
im Tetranucleotid durch Kohlenhydratgruppen hin, da andere 
vorgeschlagene Bindungsweisen die erforderliche Anzahl ersetz- 
barer Wasserstoffe nicht aufweisen. 
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Uber das Adsorptionsverhalten der Pankreasamylase. 
Zehnte?) Abhandlung tiber Pankreasenzyme. 


Von 


Riehard Willstiitter, Ernst Waldschmidt-Leitz 
und Albert R. F. Hesse. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Mtinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1924.) 


Einleitung. 

Die drei pankreatischen Enzyme, Lipase, Trypsin und 
Amylase, lassen sich infolge ihres verschiedenen Adsorptions- 
verhaltens voneinander trennen. Die Lipase wird aus dem 
Gemisch durch Adsorption mittels Tonerde bei saurer Reaktion, 
dann das Trypsin ebenfalls bei saurer Reaktion mit Kaolin 
entfernt. Die Amylase, die unter diesen Umstiinden der Ad- 
sorption entgeht und enzymatisch homogen wird, lieB sich bei 
neutraler Reaktion und zwar aus wibrig-alkoholischer Lésung 
durch Adsorption mit Tonerde reinigen. Dieses Enzym unter- 
scheidet sich aber, wie in unseren Mitteilungen?) tiber Pankreas- 
enzyme angegeben wurde, von anderen und besonders voy dem 


1) Diese Abhandlung ist eine Fortsetzung der dritten (,,Uber 
Pankreasamylase“), Diese Zs. Bd. 126, S. 143 (1922/23); ein Teil der 
Ergebnisse ist enthalten und ausfiihrlicher behandeit in der Inaugural- 
dissertation von A. R. F, Hesse, Miinchen 1923. 

*) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 und zwar S. 3614; Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132 und zwar 8.139 und 148 (1922/23); Diese Zs. Bd. 126, S. 143 
(1922/28). 
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am besten untersuchten Invertin dadurch, daB es ,die ihm 
zugeschriebene Adsorbierbarkeit durch Reinigung vollstindig 
verliert. In reinerem Zustand wird die Amylase weder aus 
saurer, noch aus neutraler oder alkalischer (wiBriger) Lisang 
yon Aluminiumhydroxyd oder von Kaolin adsorbiert“. Diese 
Angabe war aus einigen Beobachtungen iiber die Abnahme 
der Adsorbierbarkeit, iiber das Sinken der Adsorptionswerte 
im Laufe der Reinigung abgeleitet. Die Reinigung des Enzyms 
war aber noch nicht so weit gefiihrt worden, daf der Hinfluf 
der Koadsorbentien wegfiel und das eigentliche Adsorptions- 
verhalten des Enzyms klar zutage trat. 

Die vorliegende Arbeit bestitigt jene vorliufige Be- 
schreibung der Amylase. Es ist nun gelungen, die enzymatisch 
einheitliche Lésung der Pankreasamylase durch Voradsorption, 
d. h. durch Adsorption eines Teiles der Substanz so zu reinigen, 
da8 das Enzym auch aus neutraler wiBriger Lésung gar nicht 
mehr von Tonerde adsorbiert wird. Die Adsorption, die mit 
héheren oder niedrigeren Adsorptionswerten der Tonerde beob- 
achtet zu werden pflegt, ist also in der Tat nicht eine Kigen- 
schaft des Enzyms selbst. Auch der entgegengesetzte Fall 
kommt vor, nimlich, daB durch Beimischungen die Adsorption 
des Enzyms an gewisse Tonerdesorten verhindert wird und 
da8 erst nach einer Voradsorption von Begleitstoffen durch 
gréBere Mengen von Tonerde die Adsorption der Amylase 
beginnt. 


Im allgemeinen wird auf Zusatz von Alkohol die Amylase 


leichter adsorbierbar. Der Adsorptionswert der Tonerde ist 


bei Anwendung 50°/,iger alkoholischer Lésung des Enzyms 
hiufig ein Mehrfaches wie bei wiBrigen Lésungen. In den 
Fallen, in denen das Enzym sich aus wiBrigem Medium nicht 


adsorbieren liBt, ist der Alkoholzusatz notwendig, um 
_ die Adsorption herbeizufithren; die Steigerung des Adsorptions- 
_ wertes ist dann natiirlich eine iiberaus hohe. Andrerseits war 


es miéglich, durch Voradsorption mit Tonerde bei groBer Ver- 
diinnung die Amylase derart zu reinigen, daB der Zusatz von 
Alkohol die Adsorption tiberhaupt nicht mehr zu férdern, den 
Adsorptionswert nicht mehr zu steigern vermag. Also auch 


| 
‘ 
| 
| 
n, 
iD 
ng 
em 
ber 
der 
125, | 
143 


16 R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse, 


nicht auf das Enzym selbst, sondern auf seine Koadsorbentien 
scheint sich der KinfluB des Alkohols zu erstrecken, zu dessen 
Erklirung an das Verbalten der Aminosiiuren und Peptide zu 
erinnern ist, die in alkoholischer Lésung titrierbare Sauren sind. 

Es hiangt weitgehend von den Versuchsbedingungen, z. B. 
von der Konzentration der Lésungen und von der noch nicht 
geniigend definierbaren Beschaffenheit der Adsorbentien ab, 
wie weit das Enzym von seinen Begleitstoffen getrennt werden 
kann. Es sind daher im folgenden nur Beispiele des Ver- 
haltens in verschiedenen Reinheitsgraden, aber nicht bestimmte 
Vorschriften fiir die Reinigung aufzustellen. Wenn z. B. bei 
der Adsorption aus wiBrig-alkoholischer Lésung ein Teil vom 
Enzym mit Tonerde beseitigt wird, so verhilt sich die Amylase 
in der Restlésung, woraus sie noch weiter durch Tonerde ad- 
sorbierbar ist, gemiB der Adsorptionskurve &ahnlich einem ein- 
heitlichen Stoff. So eng vergesellschaftet mit seinen Koadsor- 
bentien scheint das Knzym zu sein. Dennoch braucht man 
die Fliissigkeit nur stark zu verdiinnen, um Dissoziation des 
Enzymkomplexes herbeizufiihren. 

Da es der Amylase in reinerem Zustand an Adsorptions 
affinititen mangelt, so kann man die enzymatische Konzen- 
tration mittels der Adsorptionsverfahren nicht so weit steigern 
wie bei anderen Enzymen. Fiir die beschriebene und noch 
etwas verbesserte Methode der Reinigung fihren wir im folgen- 
den ein weiteres Beispiel an, in dem derselbe Reinheitsgrad 
wie im friiheren erreicht wird (Amylasewert 62, d.i. 125 fach 
konzentrierter als in der trockenen Driise). Ubliche Eiweif- 
reaktionen fallen bei diesem Praparat wieder vdllig negativ aus. 


I. Darstellung enzymatisch einheitlicher Amylase. 


Abtrennung der Lipase. Nach dem Verfahren der 
dritten Arbeit trennt man aus dem geklirten Glycerinauszug 
der Pankreasdriise bei saurer Reaktion mit Tonerde die Haupt- 
menge der Lipase ab und ihre letzten Anteile durch eine 
zweite Adsorptionsvornahme. Man kann statt dessen auf ein- 
mal die Gesamtmenge der Lipase wegadsorbieren. Es zeigte 
sich bei Verarbeitung von frisch bereitetem Pankreasauszug 
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in einer Reihe von Versuchen, da& ein gewisser Teil der 
Amylase, etwa 30°/,, zusammen mit der Hauptmenge der 
Lipase in das Tonerdeadsorbat iibergeht und . ebensoviel bei 
Anwendung von viel mehr Tonerde, die zur Adsorption der 
gesamten Lipase nétig ist. Es scheint also ein gewisser T'eil 
der Amylase mit solchen Koadsorbentien vereinigt zu sein, die 
aus saurem Medium durch Tonerde adsorbiert werden. 

Beispiel. 50 cem Glycerinauszug, enthaltend 15,4 L.-E, und 
32,5 Am.-E., wurden mit 11,7 cem Tonerdesuspension C behandelt. Die 
Restlésung enthielt 0,18 L.-E. = 1°/, und 21,6 Am.-E. = 67°/,. Mit ?/, 
dieser Tonerdemenge blicben 19°/, Lipase und 71°/, Amylase in der 
Restlésung. 

In einem anderen Beispiel blieben aus 50 cem geklirtem Glycerin- 
auszug nach Adsorption der Lipase a) mit 6 cem Tonerdesuspension B 
67 °/,, b) mit 10 cem 68°/, Amylase in der Restlésung. 

Bei der Verarbeitung von lang gealtertem Pankreasauszug 
lie sich in einer Reihe von Versuchen die Lipase durch Ad- 
sorption entfernen, ohne Amylase mitzunehmen. 

100 cem geklirte n/200-essigsaure Lésung, enthaltend 46,0 Am.-E., 
lieferten nach quantitativer Adsorption der Lipase durch Tonerde B 
eine Restlisung, enthaltend 45,7 Am.-E.; 200 cem., enthaltend 92 Am.-E., 
ergaben nach Adsorption von 98,4°/, der Lipase eine Restlésung mit 
90,6 Am.-E, 

Zur Darstellung der lipasefreien Lésung wurden 150 ccm 
Rohauszug (Pankreasprobe 3) mit 750 ccm Wasser geklirt, 
mit 12 ccm n-Essigsiure angesiuert und mit 288 ccm (er- 
forderlich waren nur 230) Tonerdesuspension C (3,65 g Al,O,) 
von Lipase hefreit. Die mittels der Zentrifuge vom Lipase- 
adsorbat getrennte Liésung (1060 ccm) enthielt 456 Am.-E 
sie war nach dem Neutralisieren wochenlang haltbar. 

Auch andere Tonerdepriiparate (A und B) dienten fir 
die Adsorption der Lipase. Anderungen in der Sorte und 
Beschaffenheit des Adsorbens bei dieser ersten Voradsorption, 
der das Enzym unterworfen wird, haben groBen KinfluB auf 


das spiiter zu beschreibende Verhalten der Amylase in der 


enzymatisch homogenen Liésung. Dieses hingt nimlich von 


‘der Natur der Begleitstoffe ab, die noch beim Enzym ver- 


bleiben. 


Abtrennung des Trypsins. Bei der in der dritten 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 2 
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Abhandlung beschriebenen Abtrennung des ‘Trypsins durch 
zweimalige Adsorption mittels Kaolin gingen 20—40 °/, Amylase 
verloren, die auch unter der Wirkung von Koadsorbentien in 
dieses Adsorbens und zwar bei seiner ersten Anwendung mit- 
gingen. Es ist ratsam, die Operation mit kleinen Mengen unc 
so rasch als méglich auszufiihren. Die Amylase erleide’ 
nimlich bei der Beriihrung mit Kaolin Zerstérung und zwar, 
wie aus der Tabeiie 1 ersichtlich, in ungleichem MaBe durch 
verschiedene Kaolinsorten. Am schonendsten wirkt das nacli 
R. Willstatter und F. Racke') mit Salzsiure ausgekochte 
und durch griindliches Auswaschen von Siure befreite. Die 
Empfindlichkeit der Amylase war besonders groB bei Ver- 
arbeitung von frischem Pankreas-Glycerinauszug. 


Tabelle 1. 


Zerstérung der Amylase durch Kaolin. 


25 ccm Amylaselésung (aus gealtertem Pankreasauszug), enthaltend 
7,2 Am.-E. 


Amylaseverlust in Proz. 


mit 0,58 g mit 1,16 g mit 1,16 ¢ 
Kaolin vers., | Kaolin vers., | Kuolin, nach 
sofort bestimmt | sofort bestimmt | 1 Std. bestimm* 


Kaolin Zettlitz . . . 57 | 50 65 
Elektroosm. Kaolin . 21 60 | 15 
Salzsiiurebeh. Kaolin . 13 | 20 | 41 


25 cem Amylaselés. (aus frischem Pankreasauszug), enthaltend 9,5 Am.-} 


mit 1,025 g 
Kaolin vers., ebenso ebenso 


sofort bestimmt | 2ach 30 Min. | nach 60 Min. 


Elektroosm. Kaolin . 74 87 100 
Salzsiurebeh, Kaolin. 39 53 74 


II. Adsorptionsverhalten der Amylase in waf8rigem Medium. 


1. Wiederholte Adsorption. 


Aus der enzymatisch einheitlichen, neutralen Lésung lab 
sich die Amylase durch Tonerde adsorbieren und zwar auch 


?) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 8. 1 (1920/21) und zwar S. 8°. 
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ohne Gehalt der Losung an Alkohol. Die Adsorbate wurden 
mit glycerinhaltigem 2?/,-basischem Ammonphosphat eluiert, 
und nach Ausfillen der Phosphorséiure mit Magnesiamischung 
und Neutralisieren mit Essigsiure die Adsorption wiederholt. 
Bei erneuter Verarbeitung der erhaltenen Adsorbate gelang 
die Adsorption mit gréBeren Mengen der Tonerde auch ein 
drittes Mal. Der Reinheitsgrad des Enzyms verbesserte sich 
einigermaBen, aber eine durchgreifende Trennung von den 
Koadsorbentien wird auf diese Weise nicht erzielt. Man beob- 
achtet nur, wie einige Beispiele der Tabelle 2 zeigen, dab 
unter gleichen Versuchsverhaltnissen die Adsorptionswerte sinken. 


Tabelle 2. 


Adsorption der Amylase aus wiaBriger Lisung durch 'Tonerde. 
(Sorte C, nur bei Versuch 6 Sorte B.) 
Glyceringehalt 6—9 °/,, nur 11°/, bei Versuch 6b. 


| 
| 
} 
| 


2 

Sm 
Nr, Enzymlésung Rais 3 /A-W. 

o8 

1 Rohlésung 10,0 95 65 9,3 
2 dgl. 10,0 | 95 73 | 10,4 
3 dgl. 22,6 | 119 18 | 11,8 
4 dgl. 64,9 | 125 86 | 12,4 
5 dg. 56,4 | 72 95 9,6 
6a Rohlés. aus frischem Auszug 63 124 57 7,0 
6b | Dass. Priip., Elut. n. mal. Ads. | 15,9 42 38 1,2 
7 Elution nach imal. Adsorption 3,0 31 43 6,2 
8 dgl. 13,8 | 36 45 | 4,4 
9 dgl. 11,8 | 27 48 2,4 
10 dgl. 4,0 | 10 63 3,1 
i1 dgl. 3,0 10 80 8,4 
12 Elution nach 2mal, Adsorption 1,3 5,9 | 23 3,3 
13 dgl. 2,4 9,2] 30 1,7 
14 i dgl. 8,2 13 31 1,6 


Wahrend die Tabelle 2 das Adsorptionsverhalten der 


Amylase auf den verschiedenen Stufen der Reinigung nur fiir 
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einzelne Adsorptionsgrade verzeichnet, wird in der Figur 1 in 
Versuchen mit rohem und durch zweimalige Adsorption ge- 
reinigtem Enzym bei gleicher Anfangskonzentration der Lésung 
der ganze Verlauf der Adsorption verglichen. 
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Fig. 1, Adsorption der Amylase aus wibriger Lésung (4,0 Am.-E, in 100 cem, 


5°/, Glycerin enthaitend), 
Vor der Reinigung I, nach zweimaligem Adsorbicren und Eluieren II, 


Die verminderte Adsorbierbarkeit ist durch die Verarmung 
der Amylase an adsorptionsfordernden Begleitstoffen zu_ er- 


Tabelle 3. 
Adsorption von Amylase. 
a) Aus enzymatisch einheitlicher roher Lésung; b) aus einer durch 
Verarbeitung des Adsorbats gewonnenen Elution. 


a) 1,65 Am.-K. in 11 eem | b) 0,70 Am.-E in 20 ecm 
Menge Al,O, | Adsorptions- Adsorptions- 
grad A.-W. grad A.-W. 
0,0172 0 | 0 0 0 
0,0344 0 0 0 0 
0,1030 85 5,68 0 0 
0,2060 64 | B15 
0,8090 27 0,61 
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klaren. Neben dieser Haupterscheinung l48t sich aber noch 
erkennen, daf in die Elutionen auch gewisse Begleitstoffe mit- 
gehen, welche die Adsorption der Amylase erschweren. Solche 
Begleitstoffe lassen sich schon in rohen Amylaselésungen nach- 
weisen und sie kénnen sich derart anreichern, daB die Ad- 
sorption des Enzyms giinzlich verhindert wird, bis man mit 
geniigenden und sogar recht groBen Mengen T'onerde die ad- 
sorptionsstérenden Beimischungen entfernt hat. Die Tabelle 3 
verzeichnet ein Beispiel fiir eine solche Stérung der Adsorption 
aus der rohen Lésung und noch viel mehr bei Wiederholung 
der Adsorption aus einer durch die weitere Verarbeitung ge- 
wonnenen Elution. 


2. EKintfluB der Verdiinnung. 

Mit der von Lipase und Trypsin befreiten wiBrigen Amylase- 
lésung von neutraler Reaktion wurde der Verlauf der Ad- 
sorption und die Abhingigkeit von der Verdiinnung unter- 
sucht. Fiir eine solche Versuchsreihe hat eine aus gealtertem 
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Fig, 2. Adsorption roher Amylase bei verschiedener Verdiinnung. 
Pankreasauszug bereitete Amylaselisung, stets 5°/, Glycerin 
0 


enthaltend, in drei Konzentrationen gedient: Verdiinnung 1 
80 Am.-E., Verdiinnung 2 40 und Verdiinnung 3 8 Am.-E, in 
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1 Liter. Die Adsorptionswerte von niedrigen bis zu hohen 
Adsorptionsgraden sind in der Tabelle 4 angegeben und die 
nach dem Vorbild der Untersuchung von H. Kraut und 
E. Wenzel?) ,,Uber Enzymadsorption“ bestimmten Adsorptions- 
kurven in der Figur 2 dargestellt. Bemerkenswert ist schon 
bei dem Verdiinnungsgrad 1 im ersten Teile der Adsorption 
der sehr hohe Adsorptionswert (78 bei Adsorptionsgrad 9,8). 
Bei der Verdiinnung 3 wird der Adsorptionswert erstaunlich 
hoch, namlich mehr als 20 mal héher (1850 beim Adsorptions- 


grad 45). 
Tabelle 4. 
EinfluB der Verdiinnung auf die Adsorption roher Amylase. 
Jeder Versuch mit 4,0 Am.-E.; Tonerdesorte B. 


Konzentra- Angewandte | 4 gsorbiert Adsorptions- 
tion Am.-E. Al,O, grad A.-W 
in 1 Liter g Am-E. 
80 0,005 0,89 10 78 
80 0,02 0,54 14 27 
80 0,12 1,72 43 15 
80 0,20 2,31 58 i2 
80 0,40 3,42 85 8.5 
40 0,005 0,58 15 116 
40 0,010 0,97 24 97 
40 0,0% 1,49 87 15 
40 0,04 2,01 50 50 
40 0,20 3,72 98 19 
40) 0,40 3,91 97 9,8 
8 0,001 1,85 45 1850 
. 0,01 2,07 52 207 
8 0,05 2,59 65 52 
8 0,10 2,75 69 28 


Eine dieser Adsorptionskurven (Fig. 2, IJ) wurde in de: 
angefiihrten Abhandlung von Kraut und Wenzel schon er- 
drtert und zwar mit folgender Erklirung: ,,.Ks wird ... haufig 
vorkommen, daB auch besser adsorbierbare Stoffe vorhanden 
sind ..., und daB diese das Durchschnittsverhalten der. Be- 


') Diese Zs, Bd. 133, S. 1 (1928/24). 
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gleitstoffe bestimmen. ... Die Adsorption des Enzyms aus 
der gemischten Lésung wird hier infolge der wachsenden Ober- 
flachenbeanspruchung der Begleitstoffe schon bei hohen Konzen- 
trationen einen Abfall der Adsorptionswerte aufweisen, der 
gegen Ende ... allmahlich flacher wird. Ein solcher Fall 
liegt vielleicht bei der Adsorption der Amylase in einem 
Glycerinextrakt aus Pankreasdriisen vor.“ Hierzu ist zu beriick- 
sichtigen: 1. Das Enzym selbst ist gemiB weiteren Beobachtungen 
durch Tonerde gar nicht adsorbierbar; 2. der Adsorptionswert 
bei der Adsorption der ersten Anteile des Enzyms ist auch 
hei der konzentrierteren Lisung sehr hoch; 3. die Adsorptions- 
werte steigen beim Verdiinnen der Liésung sehr stark. Man 
kommt bei der Erklarung dieser Erscheinungen nicht mit der 
Annahme aus, dafB Enzym und Begleitstoftfe unabhingig von- 
einander in den Lésungen existieren. Das Verhalten scheint 
uns am besten so erklirt zu werden, daB die Amylase in den 
Liésungen mit wechselnden Mengen verschieden wirksamer 
Koadsorbentien, a, 8 usw. assoziiert ist und zwar u. a. mit 
einem die Adsorption in hohem Mabe fdérdernden Koad- 
sorbens @ Durch das Verdiinnen wird das System Amylase 
+- Koadsorbens « aus einem weniger adsorptionstauglichen, 
komplizierteren Aggregat freigelegt und seine Adsorption be- 
giinstigt. Wenn der infolge des Zusammenhangs’ mit Ko- 
adsorbentien gut adsorbierbare Teil des Enzyms beseitigt und 
die Amylase in der Restlésung untersucht wird, so ergibt sich 
ein ganz anderes Bild seines Adsorptionsverhaltens. Schon 
beim Entfernen der Lipase durch Tonerde aus saurem Medium 
kann das System von Amylase mit ihren Begleitstoffen in ent- 
scheidender Weise verindert werden. Die verdiinnte Lésung 
der Amylase kann daher auch ungiinstigere Adsorptionswerte 
ergeben als die konzentriertere. Im voranstehenden Abschnitt 
(Tab. 3) war der Fall beschrieben, daB die Adsorption der 
Amylase zunichst durch Begleitstoffe verhindert wird, bis diese 
durch eine gentigende Menge Tonerde entfernt sind. Verdiinnt 
man eine solche Lésung aufs 10fache, so beginnt schon mit 
einer geringeren Tonerdemenge die Adsorption des Enzyms, 
aber diese bleibt weiterhin, wie die mit Tab. 3 zu vergleichenden 
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Zahblen der Tab. 5 zeigen, hinter der Adsorption aus konzen- 
trierterer Lésung zuriick. 


Tabelle 5. 


Adsorption der Amylase 
a) aus roher Lisung; b) aus durch einmalige Adsorption gereinigter. 
(Eutsprechend Tab 3, aber 10fach verdiinnt). 


a) 1,65 Am.-E. in 110 cem {| b) 0,70 Am.-E. in 200 cen 
Menge Al,0; Adsorptions- | Adsorptions- | 
grad A.-W. grad A-W. 

0/ 

0,0172 2 0,87 0 | 0 
0,0344 8 | 7,6 0 | 0 
0,1030 22 3,5 6 | 0,39 
0,2060 33 2,6 | 
0,3090 — 37 0,84 


3. Verhalten bei fraktionierter Adsorption. 

Das Adsorptionsverhalten der Amylase wird von de! 
Begleitstoffen bestimmt, es wird von ihnen kompliziert und 
verinderlich gemacht. Um es genauer kennen zu lernen, ver- 
suchten wir unter Anwendung verschiedener ‘lonerdesorten die 
Knzympriparate in Fraktionen zu zerlegen. Die Restlésunge: 
nach teilweiser Adsorption lieferten uns Beispiele fiir Steigerung 
und Verminderung der Adsorbierbarkeit und fir ihr vollige: 
Verschwinden. Die erste Fraktionierung geschieht gelegentlich 
der Entfernung der Lipase, wofiir verschiedene Praparate von 
Tonerde B und C angewandt wurden. Sodann ist in allen 
Fallen aus konzentrierterer Liésung ein Teil des Enzyms, 
womdglich zwischen einem Drittel und der Hilfte, mittels de: 
Tonerde B wegadsorbiert worden. 

Steigerung des Adsorptionswertes. Fir die Ab- 
trennung der Lipase diente ein Priparat von Tonerde C, das 
sich fiir diese Adsorption wie auch fiir die Beseitigung vou 
Begleitstoffen der Amylase nicht als recht geeignet erwies. 
Nach Entfernung des Trypsins versuchten wir die Amylase mit 
Tonerde B zu fraktionieren, Diese nahm zuniichst nichts vom 
Knzym auf, aber aus der abzentrifugierten Liésung adsorbiert 
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eine neue Menge der Tonerde die Amylase mit A.-W. =5,7. 
Mit viel mehr Adsorbens fiel die Fraktionierung so aus, daB 
der Adsorptionswert der Tonerde bei der Vorfraktion 3 betrug 
und in der Restlisung auf 6,7 anstieg. 


150 cem Glycerinauszug von Pankreasprobe 3 wurden unter Zusatz 
von 750 cem Wasser geklirt; die Adsorption der Lipase bewirkten wir 
nach Ansiuern mit 12 cem n-Essigsiiure durch 220 cem Toneide (3,645 2 
Al,O,). 100 cem der Restlésung, die im ganzen 1030 cem betrug, befreiten 
wir nach dem angegebenen Verfahren von Trypsin. Die erhaltene 
enzymatisch einheitliche, neutralisierte Liésung wies in 100 eem noch 
12,7 Am.-E. auf. 

10 ecm von dieser (1,27 Am.-E.) unterwarfen wir einer Vorbehandlung 


mit a) 1,0, b) 3,0cem Tonerde B (0,0344 und 0,103 g Al,O,) und ge- 
wannen Mutterlaugen mit Gehalten von a) 1,26, b) 0,96 Am-E., entspr. 
Adsorptionen von 0 und 24°/,, also A.-W. der Tonerde von 0 und 3,0. 
Bei weiterer Adsorption von a) 9,5, b) 10,5 cem der Mutterlaugen (1,14 
und 0,88 Am.-E.) mit je 2 ecm Tonerde B (0,0688 g AL,O,) blieben wieder 
) 0,75, b) 0,42 Am.-E. in den Restlésungen zuriick. ‘Diesmal sind also 


34 und 52°/, Amylase adsorbiert worden, entsprechend A.-W. 5,7 und 6,7. 


Abnahme des Adsorptionswertes. In anderen Bei- 
spielen, bei Verwendung giinstigerer Tonerdepriiparate (C und B) 
fir die ersten Adsorptionsvernahmen, zeigte die erhaltene 
Amylaselésung das entgegengesetzte Verhalten bei der Adsorption. 
Der KinfluB der adsorptionshemmenden Begleitstoffe trat hinter 
der Wirkung der Koadsorbentien zuriick. Schon mit geringeren 
Mengen des Adsorbens lieB sich eine reichliche Vorfraktion 
der Amylase abtrennen, die Restlésung enthielt aber dann das 
in schlechter adsorbierbarem Zustand. 

Aus 170 cem geklirtem Glycerinauszug trennten wir unter An- 
siuern mit 1,7 cem n-Essigsiiure die Lipase ab a) mittels 60 cem (1,026 g 
Al,Q,) einer anderen Darstellung von Tonerde ©, b) mittels 36 eem Ton- 


erde B (1,237 g Al,O,) und befreiten die Enzymlisung dann yom Trypsin. 


i 


Je 20eem der enzymatisch einheitlichen, neutralisierten Lisungen, die 
a 5,37, b) 4,43 Am.-E. enthielten, wurden der Voradsorption durch 
0 cem Tonerde B (0,137 g Al,O,) unterworfen. Die Mutterlaugen ent- 
hielten dann in je 22cem noch a) 2,62, b) 2,37 Am.-E., entsprechend 
Adsorptionsgraden yon 51 und 47 und den Adsorptionswerten a) 20,0, 
») 15,0. Je 21 ecem der Mutterlaugen, a) 2,50, b) 226 Am.-E. enthaltend, 
wurden erneut mit Tonerde behandelt und zwar nochmals mit 2,0 eem 
Sorte B (0,0688 g Al,O,). Nun hinterblieben in den Restlésungen noch 
a) 1,82 und b) 1,41 Am,-E., entsprechend den Adsorptionsgraden 27 und 
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38°/,. Der Adsorptionswert der Tonerde war also gesunken auf a) 9: 
und b) 12,4. 

Aufhéren der Adsorbierbarkeit. Die Verarmung an 
den Koadsorbentien, die fiir die Adsorption der Amylase aus 
waBriger Lésung unentbehrlich sind, kann noch weiter gesteigert 
werden, niimlich so weit, daB eine Enzymlésung, aus der anfangs 
die Amylase von Tonerde gut adsorbiert wird, in der also 
keine adsorptionshemmenden Beimischungen zu _ beobachten 
sind, bei aufeinanderfolgenden Behandlungen mit Anteilen der 
Tonerde die Adsorbierbarkeit ginzlich einbiiBt. Die Versuchs- 
bedingungen sind dieselben wie in den voranstehenden Bei. 
spielen, nur das Priparat von Tonerde C (Analysenpripara' 
von Willstatter und Kraut), das zur Abtrennung der Lipase 
diente, war von giinstigerer Wirkung. Es hat daher wenig 
Wahbrscheinlichkeit, hier die adsorptionshemmenden Stoffe 
die Oberhand gewonnen haben. Diese wiirden doch die 
Adsorption schon in der ersten Fraktion stéren. Die Erklirung 
diinkt uns wahrscheinlicher, daB die Lésung weniger von den 
Beimischungen enthalt, die sich bei den Adsorptionen bemerk- 
bar machen, wenig von den hemmenden und von den adsorptions- 
férdernden, Die Amylase ist dann, wenn auch von den fi 
die Adsorption aus wiaBrigem Medium erforderlichen Stoffer 
frei, doch noch nicht iiberhaupt von Koadsorbentien frei. Denn 
von solchen Liésungen wird im folgenden Abschnitt gezeigt, 
daB sie auf Zusatz von Alkohol doch noch das Enzym au 
Aluminiumhydroxyd abgeben. 

70 eem von frischem Pankreasauszug wurden zur Klirung mit 
350 ecm Wasser versetzt und nach Ansiuern mit 4 ccm n-Essigsiiur 
durch Behandlung mit 132 eem Tonerde C (1,67 g Al,O;) von Lipase 
befreit. 

a) Aus 66cem der lipasefreien Lésung gewannen wir nach Ab- 
trennung des Trypsins mit Kaolin 71 cem enzymatisch homogene, neutral: 
Rohldsung, enth. 10,5 Am.-E. 70 ecm von dieser wurden der Voradsorption 
mittels 7,0 cem Tonerde B (0,240 g Al,O,) unterworfen. Die Restlésun: 
enthielt in 73 cem noch 6,8 Am.-E. Das Adsorbens hatte also 35°/, der 
Amylase aufgenommen, entspr. A.-W. 15,0. Nach einer zweiten Kin 
wirkung von 38,5 cem der gleichen Tonerdesorte fand sich in der Rest- 


lésung noch das gesamte Enzym, nimlich 7,2 Am.-E. 
b) 100 cem der lipasefreien Lisung wurden ebenfalls vom Trypsiu 


at 
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vefreit. Nach dem Neutralisieren enthielten 103 cem noch 17,5 Am.-E. 
Zar Voradsorption dienten 10,0 cem Tonerde B (0,344 g Al,O,). Da die 
Mutterlauge in 107 ccm 12,8 Am.-E. aufwies, waren 27°/, der Amylase 
adsorbiert, daher A.-W. = 13,7. 

Von dieser Lésung wurden 53 cem mit 6,35 Am.-E. nach Verdiinnen 
mit 55 cem Wasser weiter mit 5,0 eem der Tonerde behandelt. Die 
neue Restlésung zeigte in 111 ecm noch den unverinderten Gehalt von 
6.34 Am.-E. 


Ili. Adsorption aus waBrig-alkoholischer Lésung. 


Die Adsorption der Amylase wurde in der dritten Arbeit 
zu praparativen Zwecken unter Zusatz von Alkohol und zwar 


mit einer Konzentration von 50°/, vorgenommen. Wiahrend 


die veréffentlichten Beispiele (a. a.O. Tab. 8), da in ihnen auf 


100°/,ige Adsorption hingearbeitet wurde, nicht geeignet sind, 
den Kinflu8 des Alkohols erkennen zu lassen, bestiitigen die 
folgenden vergleichenden Versuche (Tab. 6) ohne Alkohol und 
mit Gehalten von 10, 40 und 50°/,, daB der Zusatz von Alkohol 
zu héheren Adsorptionswerten sogar bei héheren Adsorptions- 
sraden fiihrt. Man braucht zum Beispiel zur Adsorption von 
70°/, des Enzyms siebenmal mehr Aluminiumhydroxyd in 
wiBriger als in 50°/,ig-alkoholischer Liésung. Die Versuche 
Nr. 1—7 wurden mit Tonerde A bei gleichen Konzentrationen 
an rohen Amylaselésungen aus gealtertem Pankreasauszug 
vorgenommen, die schon ohne Alkoholzusatz fiir die Adsorption 


Tabelle 6. 
EinfluB von Alkohol auf die Adsorption der Amylase. 


Alkohol- Am.-E. Adsorptions- 
Nr. } konzentration grad A.-W. 
angewandt adsorbiert 
|. 0 100 | 3,4 34 34 
21 0 10,0 | 8,5 35 35 
3 0 20,5 10,5 51 17 
4 0 | 70 10 
5 10 100 | 5,1 51 51 
6 4() 9,4 | 6,4 68 64 
71 50 104 | _ 75 
3 | 0 833 | 2,05 25 24 
J 50 8,33 5,09 61 59 
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sehr geeignet waren, die Versuche Nr. 8 und 9 mit Tonerde B 
an einer Amylaselésung aus frischem Pankreasauszug. 

Von gréBerem Interesse ist es, den Kinflu8 des Alkohols 
in den extremen Fiillen zu bestimmen, nimlich da, wo durch 
das Verfahren der Voradsorption die Amylase in den Zustand 
der Nichtadsorbierbarkeit oder der geringen Adsorbierbarkeit aus 
wiBrigem Medium gebracht ist. Ks zeigt sich, daB die Fraktio- 
nierung des Systems Amylase -+ Begleitstoffe durch Voradsorption 
so geleitet werden kann (in konzentrierter Lésung), da die in 
wiBrigem Medium nicht mehr adsorbierbare Amylase durc! 
Zusatz von Alkohol gut adsorbierbar wird, und andererseits 
so (Voradsorption in verdiinnter Lésung), daB die Amylase in 
alkoholischer Lésung gleich niedrige Adsorptionswerte wie i 
wiBriger ergibt. Daraus diirfte hervorgehen, da verschiedene 
Koadsorbentien in wiifrigem und in alkoholischem Medium im 


4 


Spiele sind. Indessen hat man auch die Méglichkeit zu beriici- 


i 
sichtigen, daB das Verhaiten des in Wasser nicht mehr adsorbier- 


paren, in Alkohol gut adsorbierbaren Enzyms schon das 1 
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Am.-, in 1 Restlés. 
Fig. 3. EinfluB der fraktionierten Adsorption mit Tonerde auf die Adsorption aus 
50°/,igem Alkohol, 


I Die rohe Enzymlésung. It Die mit Tonerde gereinigte Losung. 


Adsorptionsverhalten von reiner Amylase wire. Aber dagege: 
spricht, daB im letzterwihnten Falle der Alkoholzusatz kein: 
Steigerung des Adsorptionswertes herbeifiihrt. Hier scheinen 
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also doch die Koadsorbentien zu fehlen, die sonst in der 
alkoholischen Knzymlésung wirksam sind. Es wurde auch im 
Gang der Reinigung von Amylase beobachtet, daB beim Ad- 


sorbieren aus 50°/,igem Alkohol, Eluieren und erneuter Ad- 
sorption unter gleichen Umstiinden die Adsorptionswerte 
zurickgehen. 

Im vorigen Abschnitt wurde beschrieben, wie eine Amylase- 
lésung durch Voradsorption mit Tonerde die Adsorbierbarkeit 
einbiBte. Das Adsorptionsverhalten jenes Priiparates vor der 
Reinigung und nach derselben wurde bei einer Alkoholkonzen- 
tration von 50°/, gepriift. Der Adsorptionswert fir die alkohol- 
haltige Lésung stieg von 50 auf 98 bei ahnlichen Adsorptions- 
sraden (61 und 67°/,). Die Ergebnisse sind in der Fig. 3 dar- 
gestellt; die Adsorptionskurven zeigen, dab das Verhalten des 
Knzyms in ungemein veranderlicher Weise mit dem Adsorptions- 
verhalten der Begleitstoffe verkniipft ist. 


1. Beispiel. Im Beispiel b) von Abschnitt II, 3 war durch Reinigung 
mittels Voradsorption eine Amylaselésung gewonnen, die in 107 cem 
(2,8 Am.-E. enthiclt. Je 53 cem behandelten wir mit 5,0 cem Tonerde- 
suspension B a) unter Verdiinnung mit 55 cem Wasser, b) mit 55 ecm 
.bsolutem Alkohol. Dann fanden sich in den Restlésungen a) 6,34 (das 
ist noch die ganze Menge), b) 0,48 Am.-E. Aus der alkoholhaltigen 
Lisung waren also 93°/, vom Enzym mit A.-W. = 34 adsorbiert. 

2. Beispiel. Im Versuch a) des Abschnitts 1], 3 wurde dureh Ab- 
trennung einer Fraktion von 35°/, Amylase eine Restlésung (6,8 Am.-K. 

73 cem) erhalten, die an Tonerde B gar kein Enzym abgab. 
Aus 200 cem desselben lipasefreies Ausgangsmaterials gewannen wir im 
Parallelversuche durch Voradsorption mit 20 cem Tonerde B (0,6872 g 
eme Restlésung, die in 220 cem noch 30,8 Am.-E. enthielt. Nach Ver- 
diinnen mit 230 cem absolutem Alkohol wieder mit 20 cem der Tonerde- 
suspension behandelt, lieferte sie eine Mutterlauge, die in 440 eem noch 
2,86 Am. E. aufwies. Die Adsorption hat also 91°/, und der Ad- 
sorptionswert 40,7 betragen. 

8. Beispiel. 4,0 Am.-E. in 25 cem Rohlésung wurden mit 25 ecm 
S7°/,igem Glycerin und a) mit 450, b) mit 415 cem Wasser verdiinnt. 
Die Fraktionierung durch Tonerde erfolgte also in viel gréBerer Ver- 
diinnung als in den ersten Beispielen. Zur Voradsorption dienten 
a) 7,3, b) 36,5 eem Tonerde B (0,25 und 1,25 g Al,O,), wodurch a) 50°/, 
und b) 75°/, Amylase adsorbiert wurden; A.-W. 8,0 und 2,4. Die Rest- 
‘dsungen enthielten nimlich a) 2,0, b) 1,0 Am.-E. 

Je 25ccem der Restlésung a) mit 0,1 Am.-E., verdiinnt mit «) 25 ecm 
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Wasser, 6) 25ceem Alkohol, unterwarfen wir der Adsorption mit 0,50 cei 
Tonerde Bb. In 50 cem der Mutterlaugen fanden sich noch «) 0,052, 
) 0,043 Am.-E. Bei Adsorptionsgraden von «) 48, 6) 57°/, betrugen di 
Adsorptionswerte 2,8 und 8,3. 

Je 25 cem der Restlésung b) mit 0,05 Am.-E. verdiinnten wir mit 
25 Wasser, 9) 25 ecem absolutem Alkohol und verwendeten zu: 
Adsorption je 0,50 cem Tonerde B. Danach enthielten die Mutterlaugen 
noch o) 0,033, 8) 0,037 Am.-E., die Adsorptionswerte betrugen daher 1,' 
und 0,8 bei Adsorptionsgraden von «) 34 und §) 26°/,. 

4. Beispiel. Eine schon durch Adsorption mit Tonerde gereinigt 
Lésung wurde durch Voradsorption mit Tonerde bei groBer Verdiinnung 
fraktioniert und dann zur Priifung des Adsorptionsverhaltens mit und 
ohne Alkohol angewandt. Das Ausgangsmaterial war eine von Phosphor- 
siiure befreite Elution mit einem Gehalt von 3,30 Am.-E.; wir verdiinnten 
sie unter Zusatz von 10 ccm Glycerin mit 465 cem Wasser. Zur Vor 
adsorption dienten a) 4,0, b) 20,0 eem Tonerdesuspension B, wodurel 
16 und 45°/, Amylase mit Adsorptionswerten der Tonerde von 3,9 und 
2,2 abgetrennt wurden. 

a) 50 eem Restliésung (0,25 Am.-E.), verdiinnt init «@) 50 cem Wasser. 
5) 50cem absolutem Alkohol, wurden mit 1,00 ecin Tonerde B behandelt. 
fn den Mutterlaugen hinterblieben «) 0,15, 9) 0,11 Am.-E. Bei Adsorptions 
graden von 40 und 56°/, waren die Adsorptionswerte 2,9 und 4,1. 

b) 50 cem Restlésung (0,17 Am.-E.), verdiinnt mit «) 50 cem Wasser 
6) 50 cem absolutem Alkohol, wurden ebenfalls mit 1,0cem Tonerde B 
behandelt. Die Mutterlaugen enthielten noch «@) 0,12, §) 0,14 Am.-l, 
Adsorptionsgrade a) 29, 9) 18°/,, A.-W. 1,5 und 0,9. 

In den Beispielen 3b und 4b steigerte also Alkoholzusatz 
die Adsorption nicht, in den Versuchen 3a und 4a nur in ge- 
ringem Mafe. 


IV. Uber die Steigerung des Reinheitsgrades. 

Die folgenden Versuche tiber den Reinheitsgrad der Amylas 
haben den Zweck, unsere friiheren Angaben nachzupriifen. Si 
sind bestitigt worden. Die Bestimmung der Reinheitsgrad« 
von Amylase wie von Lipase und von der in bezug auf Ad- 
sorptions- und Bestiindigkeitsverhiltnisse enzymaihnlichen Entero- 
kinase unterscheiden sich leider von den Angaben iiber Saccharas« 
in einer prinzipiellen und in einer technischen Beziehung.’ 
Die Saccharase liegt in der enzymatischen Konzentration, die 


1) Vgl. die Angaben iiber Dialyse in den friiheren Arbeiten, Dies: 
Zs. Bd. 125, 8. 198 (Lipase); Bd. 126, S. 167 (Amylase); Bd. 132, 8. 28+ 
(Enterokinase); Bd. 123, S. 31 und Bd. 133, 8. 216 (Invertin). 
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wir als Saccharasewert verzeichnen, oft wirklich vor; die An- 
gaben beziehen sich nimlich zumeist auf reine wiBrige Lisungen 
vom angegebenen Wirkungswert und Trockengewicht. Hingegen 
ist Amylase wie auch Lipase und Enterokinase in héheren 
Reinheitsgraden so unbestiindig, daB mit glycerinhaltigen Lésungen 
gearbeitet werden muff. Da bei der Dialyse die Wirksamkeit 
verloren wird, liegen also die Praparate nur vor der Dialyse 
mit der angegebenen Wirksamkeit vor und zwar mit dem ver- 
zeichneten Trockengewicht + Glycerin + Elektrolyte. Mit diesem 
wesentlichen Unterschied in der Angabe betreffs der enzymati- 
schen Konzentration hingt der technische Ubelstand zusammen, 
der den Angaben iiber Amylase und die anderen unbestiindigen 
Stoffe anhaftet.. Die Bestimmung des Trockengewichts der 
dialysierten Loésung setzt voraus, daB weder durch undichte 
Stellen im Dialysator noch durch Uberlaufen aus dem Dialysator 
noch durch Adsorption an der Membran desselben Verluste 
stattfinden. Weniger erheblich ist die Fehlerquelle, da8 aus 
der Masse des Dialysators, in unseren Versuchen der sog. 
Hischblasen, verunreinigende Substanzen herausgelést werden. 
Nicht nur, da8 man sich durch sorgfaltige Behandlung der 
Dialysatoren gegen diese Gefahr schiitzen kann, die Angaben 
wirden dadurch auch nur nach der ungiinstigen Seite hin 
entstellt. Die eine der beiden Verlustméglichkeiten bei der 
Dialyse wird durch genaueste Kontrolle der sog. Fischblasen 
vor und nach der Dialyse mit Lackmuslésung ausgeschaltet. 
Ausflockungen, die an der Membran anhaften kénnten, wurden 
bei den hier besprochenen Versuchen mit weitgehend gereinigten 
Lisungen nicht beobachtet. Immerhin bleiben diese Konzen- 
trationsangaben aus den angefiihrten Griinden in besonderem 
Mafe von der Sorgfalt und Genauigkeit der Versuchsausfithrung 
abhingig, 

Die Pankreasextrakte, von denen wir in dieser Arbeit 
ausgingen, waren zum Unterschied von den friiher verwendeten 
frisch bereitet. Es ist wahbrscheinlich, dai beim Altern der 
Pankreasausziige allmihlich ein Abbau von Begleitstoffen ein- 
tritt, der auf die enzymatische Konzentration der Praparate 
giinstig wirkt. Jedenfalls sind die nach einmaliger Adsorption 
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als in dem verdffentlichten Beispiel (64); sie sind ahnlich den 
friiheren Werte (26) fiir die enzymatisch homogene Amylas 
lésung vor der letzten Reinigung durch Adsorption. Erst durc’, 
eine Wiederholung des Verfahrens der Adsorption mit Ton- 
erde aus waBrig-alkoholischer Lésung ist ein ebenso giinstige: 
Wert (62) und namentlich dieselbe Abtrennung der mit qualita- 
tiven Reaktionen nachweisbaren Begleitstoffe (Proteine, Kohle- 
hydrate) erreicht worden. 


neuerdings erhaltenen Amylasewerte (29, 25, 30) weniger giinstig 


Die systematische Anwendung der Adsorptionsmethode 
st6Bt hier auf die Schwierigkeit, daB die Adsorbierbarkeit de: 
Amylase an Tonerde im Laufe der Reinigung abnimmt. May 
sollte geeignetere Adsorbentien, vermutlich stirker basische 
suchen. Da in wiBrigem Medium nach einmaliger Adsorptior 
der Adsorptionswert fiir héhere Adsorptionsgrade ungiinstig fin 
praparative Zwecke wird, halten wir es fir ratsam, das Enzym 
durch Voradsorption und durch Adsorption aus wiBriger Lésung 
bei groBer Verdiinnung sowie durch Adsorption bei Gegenwart 
von Alkohol zu reinigen. Auch wird man wohl besser mit 
gealterten Ausziigen der Driise arbeiten. 

Die folgenden Beispiele lieferten das Material fiir die K onzen- 
trationsbestimmungen und die qualitativen Proben (auf EiweiB usw. 

1. Beispiel. Einmalige Adsorpuon aus alkoholhaltiger Lésung. 

50 cem Glycerinauszug, geklirt mit 250 eem Wasser, wurden nac! 
Ansiiuern mit 4,0 eem n-Essigsiiure durch 96 ccm Tonerde C (1,215 g 
Al,O,) von Lipase befreit. Die Amylaselésung enthielt dann in 300 ecm 
81,0 Einheiten. Die Entfernung des Trypsins geschah durch zweimalig: 
Kinwirkung von je 8,321 ¢g salzsiiurebehandeltem Kaolin auf die an 
cesiuerte Lésung; die ‘Trypsinmutterlauge, neutralisiert und dure! 
Kieselgur geklirt, enthielt noch 63,0 Am. E. in 300 cem (Ausbeute 78°, 
Daraus wurde nach Verdiinnen mit 800 ccm absolutem Alkohol di 
Amylase mit 40 ecm Tonerde B (1,374 g) zu 90°/, aufgenommen. In 
der aus dem Adsorbate durch 200 ecm glycerinhaltiges 2?/,-basische 
Ammonphosphat!) gewonnenen Elution fand man noch 39,0 Am.-E.?) 

1) Das in der 2. und 38. Arbeit angewendete Eluens war nicht 2?/, 
sondern 2°/,-basisches Ammonphosphat; vgl. Diese Zs. Bd. 132, S. 22: 
(1923/24). 

*) In der 3. Abhandlung wiesen wir auf die Méglichkeit hin, dab 
an Ungenauigkeiten der Amylasebestimmung (Titration der Maltose mit 
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Bei der Ausfillung der Phosphorsiiure in Gegenwart von Glycerin 
ist es zur Vermeidung gré8erer Enzymverluste zweckmibig, vor Zusatz 
der Magnesiamischung die Fliissigkeit mit Wasser so zu verdiinnen, dab 
der Glyceringehalt 22°/, nicht iiberschreitet. 

Die Menge des Enzyms verminderte sich bei der Kntfernung der 
Phosphorsiure mit Magnesiamischuny auf 36,7 Am.-E. Nach der Dialyse 
in sog. Fischblasen gegen flieBendes destilliertes Wasser, die bei stiindigem 
langsamem Rihren mit Kohlensiure 7 Tage beanspruchte, hinterlieBen 
275 eem phosphatfreier Elution, 33,9 Am.-E. enthaltend, einen Trocken- 
riickstand von 11,7 mg. Daraus ergibt sich der Amylasewert 29,0. 

2. Beispiel. Eimmalige Adsorption aus waBriger Lésung. 

Aus 400 cem neutraler, enzyinatisch einheitlicher Rohlésung mit 
63,0 Am.-E. nahm man mit 150 cem Tonerde B (5,154 g Al,O,) 36,0 Am.-E. 
auf, d.i. 57°/, vom Enzym. In der von Phosphat befreiten und neutrali- 
sierten Elution fanden sich noch 31,7 Am.-E. in 560 cem. Da bei noch- 
maliger Kinwirkung von 150 ecm der Tonerde auf die Hilfte der Elution 
nur noch 38°/,, namlich 6,0 Am.-E., aufgenommen wurden und da sich 
in der Elution aus diesem Adsorbat nur 4,4 Am.-E. wiederfanden, be- 
gniigten wir uns mit der Kennzeichnung des Reinheitsgrades in der 
ersten Elution. 280 ecm von dieser (15,9 Am.-E.) hinterlieben nach ge- 
niigend lang dauernder Dialyse 6,3 mg Trockengewicht, entsprechend dem 
Amylasewert 25,2. 

3. Beispiel. Reinigung durch Voradsorption, danach ein- 
malige Adsorption aus alkoholhaltiger Lésung. 

200 cem neutrale, schon enzymatisch einheitliche Amylaselésung 
wurden einer Voradsorption durch 20 ccm Tonerde B (0,6872 g Al,O,) 
unterworfen; in der Mutterlauge hinterblieben 30,8 Am.-E. Diese 
adsorbierte man nach Zusatz von 230 ccm 96°/,igem Alkohol mit weiteren 
20 cem der Tonerde so, dab die Restlésung nur noch 9°/, vom Enzym 
enthielt. Aus dem Adsorbat eluierten 100 cem glycerinhaltiges Ammon- 
phosphat 22,3 EKinheiten, die sich bei der Beseitigung der Phosphor- 
siure auf 20,5 (in 154 cem) verminderten. Aus 140 cem der phosphat- 
freien Lésung, also 18,7 Am.-E., wurden nach T7tigiger Dialyse 6,2 mg 
Riiekstand erhalten. Der Amylasewert betrug also 30,1. 

4. Beispiel. Wiederholte Adsorption aus alkoholhaltiger 
Lisung. 

275 cem einer genau nach Beispiel 1 bereiteten phosphatfreien 


Elution mit 33,0 Am.-E. (0,030 cem, 10 Min.: 14,9 mg Maltose, entspr. 
i; = 0,0036) unterwarfen wir nach Vermischen mit 286 cem 96°/,igem 


Hypojodit) der Gehalt der Lésungen an Ammonsalzen Schuld triige. 
Die Nachpriifung der Bestimmung hat aber ergeben, da8 die Gegenwart 
von Ammonsalzen keinen merklichen Fehler bedingt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 3 
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Alkohol der Adsorption durch 80 cem Tonerde B (2,748 g Al,O,). In der 
Restlésung blieben noch 6,1 Am.-E. (0,10 cem, 10 Min.: 4,3 mg Maltose, 


entspr. / = 0,0010) oder 18°/, zuriick. Die mit Ammonphosphat ge 
wonnene Elution enthielt 25,2 (0,020 cem, 10 Min.: 12,5 mg Maltose, entspr. 
k = 0,0030), nach Ausfillung der Phosphorsiure 21,2 Am.-E. (0,030 cem, 
10 Min.: 8,9 mg Maltose, entspr. / = 0,0021). Der Ttigigen Dialyse 
unterwarfen wir 275 ccm mit 19,3 Am.-E. und isolierten 3,1 mg Trocken 
riickstand, entsprechend dem Amylasewert 62,2. 

Das Amylasepriiparat vom Beispiel 1 gab eine nur schwach: 
positive, vom Beispiel 3 eine negative Millonprobe, ersteres 
aber stark blauviolette, letzteres auch eine deutliche Ninhydrin- 
reaktion. Nach dem stark positiven Ergebnis der Reaktion 
von Molisch enthielten die beiden Praparate noch Kohle- 
hydrat in merklicher Menge. 

Bei der Priifung des besten Praparates (Beispiel 4, Am.-W. 62 
dienten fiir jede Probe 0,6 mg in 1 cem. Dieses Amylase. 
praiparat war viel reiner, auch léste sich der Trockenriickstand 
in Wasser klar auf. Beim Kochen mit dem Reagens von 
Millon trat weder Farbung noch Triitbung aut, auch die 
Ninhydrinreaktion war voéllig negativ. Nur die Reaktion von 
Molisch, schwach positiv, deutete, wie bei dem besten Pri 


parate unserer friiheren Arbeit, noch eine spurenweise Bei- 
mischung von Kohlehydrat an. 


Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Proteine. 
6. Mitteilung. 
Konstitutionsuntersuchungen am Gliadin. 

Von 


N. Troensegaard und Eugen Fischer. 


Kopenhagen, Jakobys Alle, 


Der Redaktion zugegangen am 27. Oktober 1924.) 


1920 stellte der eine von uns die Hypothese auf, daB die 
Proteine im wesentlichen aus heterocyclischen Ringen aufgebaut 
seien?), und begriindete diese Anschauung. Es hat uns ge- 
treut in den letzten Jahren bemerken zu kénnen, daB das 
Interesse fiir die Untersuchung der Proteinstoffe auf ihren 
heterocyclischen Charakter stark zugenommen hat. 

Die vorliegende Arbeit stellt ein Glied der Beweisfithrungen 
in der angegebenen Richtung dar. 

In der letzten Mitteilung wurden einige der verschiedenen 
reduktiven Untersuchungsmethoden, die wir versucht haben, 
besprochen. ”) 

Am besten geeignet erscheint der reduktive Abbau der Acetyl- 
proteine vermittelst Reduktion mit Natrium und Amylalkohol 
zu sein. Durch diese Methode kann man das Proteinmolekiil 
in eine Reihe verschiedenartiger Fraktionen aufspalten, die 
sich zu niheren Konstitutionsuntersuchungen eignen. Methoden, 
die eine schlechte Fraktionierung der Reaktionsprodukte geben 
oder nur auf einer geringeren, teilweisen Aufspaltung des 
Molekiils beruhen, scheinen weniger geeignet fiir grundlegende 


) Diese Zs. Bd. 112, S. 87 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 134, 8. 107 (1924). 
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Untersuchungen itiber die reduktiven Spaltprodukte der Proteine 
zu sein. | 

Die angewandte reduktive Spaltung der Acetylproteine, 
bei der man die Bausteine des Molekiils in gut charakterisierten 
Fraktionen erhalt, hat nebenbei den Vorteil, daB das Acety! 
bei dem Spaltproze8 zum allerwesentlichsten Teil als Essig- 
siure abgespalten wird, und deshalb keine Unklarheiten in 
die Konstitutionsuntersuchungen bringen kann. DaB das Acety!] 
recht lose gebunden ist, geht aus der Tatsache hervor, daB es 
teilweise schon bei der Behandlung der Acetylproteine mit 
Wasser abgespualten wird. Die eigentliche Reduktion mit 
Natrium in Amylalkohol kann nicht von besonders tiefgreifende: 
Wirkung auf das Proteinmolekiil sein, und schon eine Ev- 
wirmung mit Natriumamylat tibt einen stark aufspaltenden 
EinfluB aus. In einer friiheren Arbeit!) wurde gezeigt, dat 
die Hauptfraktion, das ,,Proteol“, als Kern des Molekiils be- 
trachtet werden mub, und daB dieses Proteol nicht nennenswert 
hydriert wurde. Dies kann nachgewiesen werden, indem mai 
das Proteol acetyliert, wiederum mit Natrium in Amylalkoho! 
hydriert und auf die gewdéhnliche Weise fraktioniert. Die 
EKlementaranalyse der Fraktion D, (des ,,Proteols“ vom Proteo! 
zeigt jetzt einen Wasserstofigehalt von 7,6°/, gegen 4,1°/, im 
urspriinglichen Proteol (niheres hieriiber im experimentellen Teil) 

Die Analysen der verschiedenen Fraktionen zeigen zugleich, 
daB die urspriinglicne Sauerstoffmenge des Molekiils nicht ver- 
schwunden ist, was man doch mit ziemlicher Sicherheit er- 
warten miiBte, falls das Proteinmolekiil aus offenen Polypeptid- 
ketten zusammengesetzt wire. Es miiBten sich da bedeutend 
Mengen aliphatischer Amine und Aminoalkohole bilden — 
was nicht geschieht — da Amide mit Natrium und Amyl- 
alkohol leicht zu Aminen reduziert werden. 


Von den Spaltprodukten des Acetylgliadins haben die 
Basenfraktionen einen ausgesprochen heterocyclischen Charakter. 
wiihrend die Hauptfraktion —. das saure Proteol — eher Poly- 
peptide enthalten kénnte. Deshalb wurde in dieser Arbeit 
hesonders Gewicht auf die Untersuchung dieser Fraktion gelegt. 


) Diese Zs. Bd. 133, 8. 116 (1924). 
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Von besonderem Interesse ist das Verhalten der ver- 
schiedenen Fraktionen bei der Methylierung mit Jodmethyl. 
Bei allen Fraktionen tritt eine CH,-Gruppe am Stickstoff ein, 
oder wo dies nicht geschieht, wird ein dem Stickstoff ent- 
sprechendes Sauerstoffatom methyliert, wodurch Methoxy- 
verbindungen entstehen. Peptide von aliphatischen Amino- 
siiuren kénnen deshalb nur in ganz untergeordneter Menge als 
wirkliche Bausteine des Proteinmolekiils vorkommen, da weder 
die Imid- noch die CO-Gruppen der Polypeptide mit Jodmethyl 
reagieren, 

Diese Tatsache weist erneut auf die Unrichtigkeit der 
alten Anschauung iiber die Zusammensetzung der Proteine hin. 
Wenn man nichtsdestoweniger wohl definierte Peptide aus den 
Hydrolyseprodukten der Proteine isolieren kann, so kénnten 
diese bei einer Hydrolyse von Pyrrolidon- oder Pyrrolon- 
Ketopyrrol)-Ringen entstanden sein. 

Wahrend die sauren Fraktionen der reduktiv aufgespaltenen 
Proteine sicher nur aus wenigen Bestandteilen aufgebaut sind, 
lassen sich die basischen Fraktionen in viele Fraktionen mit 
verschiedenen Kigenschaften trennen, die jedoch alle eine 
gewisse Ahnlichkeit in ihrer elementaren Zusammensetzung 
aufweisen, indem niimlich iiberall 5—6 Kohlenstofiatome auf 
| Stickstoffatom kommen. Es wurde keine Base mit einer 
veringeren Anzahl Kohlenstoffateome gefunden, deren Bildung 
sich aus den einfachst zusammengesetzten Aminosiuren er- 
kliren lieBe. Da das Verhiltnis von Kohlenstoff zu Stickstoff 
in den Proteinen ungefiihr 4:1 ist, und da keine Basenfraktion 
mit hohem Stickstoffgehalt gefunden wurde, die man sich mit 
der Guanidingruppe des Arginins in Verbindung stehend denken 
kénnte, diirfte die Annahme sicher richtig sein, daB der bei 
der Hydrierung gebildete Ammoniak wesentlich der Guanidin- 
sruppe entstammt. Aus den Analysen geht auch hervor, dab 
nur ein geringer ‘Teil des Sauerstoffs des Proteinmolekiils ab- 
gesprengt worden sein kann. 

') Abderhalden u. Kautzsch, Diese Zs, Bd. 72, 8. 44 (1910). — 
A Kossel u. §. Edlbacher. Diese Zs. Bd. 107, S. 45 (1919). 
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Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich besonders mit der 
Kinwirkung von Jodmethyl auf die reduktiven Abbauprodukte 
des Gliadins, sowie mit der weitergehenden Aufteilung und 
Analyse der einzelnen Fraktionen und der daraus gewonnenen 
Salze als Glied der Konstitutionsuntersuchungen. 

Wir haben zwei Formeln fiir die Bausteine des Gliadins 
in der Proteolfraktion zur Diskussion gestellt, bemerken jedoch, 
dal diese Formeln nicht imstande sind alle Versuchsresultat: 
zu decken. Es ist unser Ziel durch weitere eingehende Unter- 
suchungen und die Einleitung einer Diskussion zu der einwand- 
freien Hormel zu gelangen. 

Unsere erste Forme! lebnt sich an die Bilirubinsiure an, 
mit dem wesentlichsten Unterschied, daB der Pyrrolcarbonsiure- 
komplex in dieser im Proteol durch eine Pyrrolidincarbonsiur: 
ersetzt ist. Die andere stellt ein mit der Pyrrolidincarbonsiure 
kondensiertes ,.[ndolon“ dar, im Anschlu8 an die Kormel des 
Tryptophans und an Abderhaldens neue Jndolaminosiure}), 
sowle an eine von Guggenheim untersuchte Aminosaure, 
die mit ziemlicher Sicherheit als 3,4-Dihydroxyphenylalanin’ 
charakterisiert wurde. 


Die ,prostethischen* Gruppen des Gliadins. 

Von besonderem Interesse ist die Untersuchung der ,, Acety]- 
basen (fraktion A), die bei der Acetylierung von dem Molekii 
abgesprengt werden und deshalb nicht der Hydrierung aus- \ 
gesetzt waren. Diese Acetylbasen kann man in vier Fraktionen 
trennen, die sich durch ihre Léslichkeit in verschiedenen 
Lésungsmitteln (Schwefelkohlenstoff, Ather, Benzol und Alkohol 
unterscheiden. Die ersten drei Fraktionen lassen sich weiterhin 
durch Destillation im Vakuum fraktionieren, was mit de 
Schwefelkohlenstoff- und Benzolfraktion ausgefiihrt wurde. 
Kinzelne dieser Fraktionen enthalten Methoxyl, andere Methy!- 
imid. Die Zusammensetzung der Fraktionen ist unterschied- 
lich bei den verschiedenen Proteinen. 


') Abderhalden u. Martin Kempe, Diese Zs, Bd. 138, S, 10> 
(1924). 
*) M. Guggenheim, Diese Zs. Bd. 88, $. 276 (1918). 
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Durch Skraup’) wurden friiher kleine Mengen Methoxyl 
und Methylimid in EKiweifstoffen nachgewiesen. Diese stammen 
unzweifelhaft aus diesen Basen. 

Unter diesen Basen finden sich sicherlich acetylierte hydr- 
oxylhaltige Pyrroline. Ihre Gewinnung und ihre EKigenschaften 
haben einiges mit den von Knorr aus dem Morphin ab- 
gespaltenen Aminoalkoholen gemeinsam.’) 

Diese Baseniraktionen kann man vielleicht nach Kossel 
als die ,,prostethischen® Gruppen der Proteine bezeichnen. 


In der folgenden ‘Tabelle ist die elementare Zusammen- 
setzung der in dieser Arbeit behandelten Fraktionen und der 
aus diesen dargestellten Salze angefiihrt. Gleichzeitig ist die 
ungefihre GréBe, die die entsprechende Fraktion im Protein- 
molekil hat, in Prozenten angegeben. Die Analysen zeigen 
uns ein recht gleichartiges Bild von den doch sehr stark 
fraktionierten reduktiven Spaltprodukten des Gliadinmolekiils, 
im Gegensatz zu den recht ungleichartig zusammengesetzten 
Hydrolyse-Spaltprodukten. 

Die unbekannten Klementarkomplexe, aus denen die Proteine 
nach Abderhaldens jiingst veréffentlichter Anschauung’) aut- 
gebaut sein sollen und die auch wir zu finden hoffen und zwar 
am leichtesten durch die Konstitutionserforschung des Proteols, 
sollten sich auf dem Wege, dem diese Arbeit folgt, bestimmen 
lassen kénnen, Selbst wenn die Hydrierung selbst keine so 
stark aufspaltende Wirkung ausgeiibt hat, so glauben wir doch, 
daB die vorausgehende Acetylierung und die nachfolgende kalte 
Hydrolyse das Proteinmolekil bedeutend gespalten haben. Die 
Analysen und die Higenschaften der Fraktionen zeigen eine 
bedeutende gegenseitige Abhiangigkeit voneinander, die auf 
solche Elementarkomplexe hindeuten. 

DaB Diketopiperazine nach Abderhaldens Annahme in 
croBerem MaBe als Bausteine des Gliadins in Betracht kommen 
kénnen, steht im Widerspruch mit unseren Analysen. Diketo- 


') Mon.-H. fiir Chemie 1909, S. 447 u. 1910, S. 1035. 
2) Knorr, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 3494, 3499, 3504 (1904). 
5) Abderhalden, Die Naturwissenschaften Bd. 12, 5. 719 (1924). 
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Nr. Gliadins 
1 |Cs,-lésliche Acetylbasen IL . ..... ,(CH,CO), 
4 | iitherlésliche Acetylbasen . . . . .. . C,H, NO(CH,), ,.3(CH,CO), 
5 | benzollésliche Acetylbasen I. . ... . 
11 | Hauptfraktion von CQ, ....... N(CHs), HCl, PtCl,), 3—6 
12 | HCl-Salz von acetonléslichem C, . . . . C, 44 5 
13 | Pt-Salz der methylierten Base Nr.12. . . Cs,9H10,s5NO, .(CHs), HCl, PtCl,), 2.5 
14 & _HCl-Salz von acetonunléslichem C, . 10 
15 Cu-Salz der methylierten C,-Basen .(OCHs)) [(CH,COO),Cu), ..(Cud,) 1,2 
16 Pt-Salz vom Filtrat von Nr.15. . . o(2 HCl, 1,5 
17 | #52) Cu Salz der ©,-Basen . . . «| Cul, 2 
18 Pt-Salz des in der Pt-Salz ten 
19 *Pt-Salz vom Filtrat vom Cu-Salz 17. Cs -Hi9,,NO(CH,),(2 HCl, PtCl,), 5, 3,4 
20 | freies Proteol . . era C,H,N,O, 40 
21 | Pt-Salz des mit (OH, ),80, 
Proteols . . . . 10,8 HCl, PtCl,), 22 


40 


22 | Pt-Salz des mit CH,J (CH,), , HCl, PtCl,), 4 22 


i 
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piperazine werden mit Natrium in Amylalkohol zu sauerstofi- 
freien Piperazinen reduziert.') Im iibrigen ist die Ausbeute 
des genannten Forschers an Diketopiperazinen nach dem Ge- 
samtstickstoffgehalt des Proteins bemessen gering. 

Wir haben alle Fraktionen des reduktiv gespaltenen Gliadins 
analysiert (ausgenommen die kleinste saure Fraktion). Die einzige 
sauerstofffreie Basenfraktion sind die iitherléslichen C,-Basen, die 
sicher im wesentlichen aus Pyrrolidinen besteht, und von keiner der 
anderen Fraktionen kann angenommen werden, daf sie Piper- 
azine enthialt, da sich keine stark stickstoffhaltige Fraktion findet, 
ausgenommen die benzolléslichen Acetylbasen, Nr. 6, 7 und 8). 
Wie spiter angefiithrt, wurde die Reduktion des Acetylgliadins 
hei diesen Versuchen besonders kriftig vorgenommen, so dab 
méglicherweise vorhanden gewesene Diketopiperazinringe redu- 
ziert worden sein miiBten. Wir miissen mit Dakin annehmen, 
daB Diketopiperazine sich in Komplexen eingebaut vorfinden, 
wie z Bb. das von diesem Forscher erwahnte y-Oxyprolyl- 
prolin?), und daB diese bei der Reduktion und Hydrolyse zu 
Pyrrolidinen aufgespalten werden. Nur in der sauren Fraktion 
des Gliadins (dem Proteol) konnten in dieser Arbeit bedeutend 
mehr Pyrrolidinringe, als man durch die Siurehydrolyse als 
Prolin erhalt, nachgewiesen werden. Hierzu kommen auBerdem 
die Pyrrolidine, die sich in der C,-Fraktion und vermutlich 
auch in der ©,-Fraktion finden. Bei dieser Gelegenheit soll 
auch darauf hingewiesen werden, daf Methylpyrrolidon bei 
der Reduktion mit Natrium in Amylalkohol Methylpyrrolidin gibt. 

Ks wurde friiher bemerkt, daB die saure Fraktion des 
Gliadins, das Proteol, den zentralen und wasserstoffirmsten 
Teil des Molekiils darstellt, und daB deshalb die basischen 
Kraktionen und die schon bei der Acetylierung abgespaltenen 
Teilstiicke wasserstoffreicher sein miissen. Diese Vermutung 
findet ihre Bestiitigung in dem angefiihrten Analysenmaterial, 
sowie in der T'atsache, daB das Proteol bei erneuter Hydrierung 
nach vorausgegangener Acetylierung mehr Wasserstoff aufnimmt. 


') E. Hoyer, Diese Zs. Bd. 34, 8. 347 (1902). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 499 (1920). Diese Zs. Bd. 127, 
S188 (1923), 
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Uber die Fraktionen des hydrierten Acetylgliadins. ') 

Da der heterocyclische Charakter der Fraktionen B,, 5. 
und C, in die Augen fallend ist, wurde in dieser Arbeit da 
Hauptgewicht auf die Untersuchung der Fraktionen C, und D, 
gelegt. In einer folgenden Arbeit sollen die basischen Fraktionen 
einer niiheren Konstitutionsuntersuchung unterzogen werden, 
da dieselben nun ausfraktioniert vorliegen und nach den fiir 
methylierte Basen hergebrachten Methoden untersucht werde: 
kdénnen. 

Fraktion B, gibt starke Pyrrojreaktion. Sie enthiil 
keine weiteren fliichtigen Pyrrole im Gegensatz zu den Pyrrolen, 
die man bei der Behandlung von Acetylproteinen mit Jod- 
wasserstoff in Eisessig?) erhalten kann. Nach dem Behandeln 
der in $8°/,igem Methylalkohol gelésten Basen mit Jodmethy!| 
und Kaliumearbonat im Einschlu8rohr bei 100° hatte das in 
CHCl, lésliche Reaktionsprodukt eine Methoxylzahl von 32,5 
und eine Methylimidzahl von 74,8. 

Elementare Zusammensetzung: 
Cy (s. Tab. Nr. 9). 

0,0540 g Substanz gaben 0,1100 g CO,, 0,0855 g H,O, 0,0075 g J 

0,1269 g nach Kjeldahl 0,55 eem n/i-NH,. 

0.012652 bei OCH, und N—CH,-Bestimmung nac! 

Edlbacher 0,0420 ¢ bzw. 0,09660 g AgJ 
d.i. 55,60, C 6,899), H 6,06%, N  17,60% O 18,99/, J 
Die Base enthilt hiernach im wesentlichen ungesittigt 


Verbindungen, moéglicherweise N-freie. 

Fraktion B,, die vermutlich ganz oder teilweise ei 
‘Reduktionsprodukt des Proteols darstellt, gibt bei der ent- 
sprechenden Methylierung mit Jodmethyl im EinschluBrob: 
ebenfalls ein CHCl,-lisliches Produkt mit der OCH,-Zahl 31.6 
und der N—CH,-Zahl 22,1. B, ist die einzige Fraktion, bei 
der die gesamte Methylierungszahl wesentlich unter 100, nim- 
lich bei 50 liegt. 

Elementare Zusammensetzung: 
sNO(OCH,), (8. Nr. 10 der Tab.). 
0,1594 @ Substanz gaben 0,2830 g CO,, 0,1023 g H,O, 0,0272 ¢g | 
0,0010 g Na. 


!) Diese Zs. Bd. 127, S. 152 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920). 


q 


Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Proteine. 4; 


we 


0,2865 ¢ Substanz gaben nach Kjeldahl 1,52 eem n/i-NHsg. 
0,01794g¢ bei OCH,- und N—CH,-Bestimmung nach 
Edlbacher 0,00684 g baw. 0,00479 g AgJ. 

Das Priaparat enthielt eine geringe Menge essigsaures 
Natrium. 

Fraktion C,. Die freien Basen sind idtherléslich und 
miissen den friiheren Untersuchungen zufolge im wesentlichen 
aus Pyrrolidinen bestehen. Die Basen lassen sich durch das ver- 
schiedene Léslichkeitsverhalten ihrer salzsauren Salze trockenem 
Aceton, CHCl, und Alkohol gegeniiber trennen. 

Aceton list 75°/,, CHCl, 10°/, und der Rest von 15°/, 
geht in Alkohol. Der in Aceton lésliche Teil lést sich auch 
in CHCl. Methyhert mit CH,J geben die 3 Fraktionen die 


Methoxyzahlen 7,7 baw. 11 und 14,7. Die Methylierung er- 


[i 


folate hier wie bei friiheren Arbeiten mit Jodmethyl und Kalium- 
methylat. Alle 3 Fraktionen geben Platinsalze. Die aceton- 
lésliche, gréBte Fraktion gibt nach der Uberfithrung in Alkohol 
mit einer alkoholischen 10°/, igen Platinchloridlésung ein sauer- 
stofffreies Salz von der Zusammensetzung 
C,H,gN(CH,), 5 '/s(2HCl, PtCl,) (s. Nr. 11 der Tab.) 
0,1988 g Substanz gaben 0,20389 g CO,, 0,0974 g H,O, 0,0596 g¢ Pt, 
0,069 g Cl. 
0,00825 g Substanz gaben nach Kjeldahl. (Mikro) 0,0266 cem 


n/1-NHg. 
0,01153 g Substanz gaben 0,01172 g AgJ be, NCH,-Bestimmung 
nach Edlbacher (kein O—CH,). 
di. 27,97°/, © H 29,98°/, Pt 30,63°/, Cl 150°/, N 


N—CH,-Zahl 134,6. 

Aus dem Filtrat dieses Platinsalzes laBt sich mit Wasser 
noch eine kleinere Fraktion ausfallen. 

Um die Konstitution dieser Basen endgiiltig nachweisen 
zu kénnen, sollen sie nach vyorausgegangener Fraktionierung 
durch die verschiedenen Liésungsmittel der  fraktionierten 
Destillation unterworfen werden. Dieser Versuch befindet sich 
in Vorbereitung. 


Die C,,-Basen 


wurden nach der angegebenen Methode durch Behandlung 


der salzsauren Salze mit trockenem Aceton in 2 Fraktionen 
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geschieden, von denen jedoch jede wiederum aus verschiedene: 
Basen besteht. Zur Elementaranalyse wurden die sirupésen 
Salze im Hochvakuum bei 70° getrocknet. 


C,-Basen, deren salzsaure Salze in Aceton loslich sind. 
Der-in Aceton lisliche Teil hatte die elementare Zu- 
sammensetzung C, ,H,NO, (HCl), ,, (s. Nr. 12 der Tab.). 


/0,44 
0,2483 g Substanz gaben 0,4760 g CO,, 0,1560 g H,O, 0,0288 g ( 
0,0690 g 0,508 eem n/1-NH, nach Kjeldahl. 


di. 51,99 C 6,989 H 10,819, N  11,2°%, Cl. 

Nach der Methyherung mit Jodmethyl im EinschluBroly 
und der darauffolgenden Entfernung des Jods (wie bei den i: 
Aceton unléslichen Basen angegeben) erhalt man aus alko- 
holischer Lésung gute Platinsalze. Mit Goldchlorid erhilt 
man einen Oligen Niederschlag. Alkoholisches Kupferaceta' 
gibt keinen Niederschlag. Platinchlorid fallt jedoch nur 50° 
des Stickstoffes aus. Das Platinsalz hat die Zusammensetzung 
C, (CH), HCl, PtCl,), ,, (8. Nr. 13 der Tab.). 


Ks enthilt kein Methoxyl, hat aber die Methylimidzahl 153 
0,1121 g Substanz gaben 0,1132 g CQ,, 0,0501 g H,0O. 


0,1668  0,0469 Pt, 0,0507 g Cl. 
0,1221 ¢ 4,6 eem N (19°, 752 mm). 
0,011285 ,,  0,0124g¢ AgJ bei N—CH,-Best. 


Edlbacher. 
d.i. 26,7°/, C 4,96°/, H 28,18°/, Pt 30,399, Cl 4,26°/, N 
N—CH,-Zahl 15: 
Der Analyse nach sind die Basen beinahe vdllig gesiittigt 
Derjenige Teil, der von Platinchlorid nicht gefillt wird, muf 
also — zusammengehalten mit der Analyse vor der Fiillung - 
ius ungesiittigten Verbindungen bestehen und zwar aus den 
friiher') nachgewiesenen, dem Tryptophan ihnlichen Basen. 


C,-Basen, deren salzsaure Salze in Aceton unldslich sind. 
Diese Basen enthalten keine Carboxylgruppe. 
Die elementare Zusammensetzung der salzsauren Salze is 
nach dem Abdampfen mit wasserfreiem Methylalkohol und de: 


') Diese Zs. Bd. 127, S. 160 (1928). 


u- 
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Trocknung im MHochvakuum bei 80° C, H, (HCI), 


(s, Nr. 14 der Tab.). 
0,1051 g Substanz gaben 0,2016 g CO,, 0,0845 g H,O, 0,0170 g Cl. 
0,0834 » 9,68 cem n/l-NH, nach Kjeldahl. 
d.i. 52,59, C 8,92°/, H 16,17% Cl 11,41°%, N. 

Ks sind starke Basen, die sich mit Jodmethyl unter 
Wirmeentwicklung vereinigen. Durch Erhitzung im Einschmelz- 
rohr wird die Methylierung vollstindiger. Methoxyl bildet 
sich nur ganz wenig. 

Die methylierten, jodwasserstoffsauren Salze lassen sich 
mit trockenem Aceton fraktionieren. Sowohl die in Aceton 
ljsliche, wie die in diesem Lésungsmittel unlésliche Fraktion 
cibt — in Alkohol iiberfihrt — in alkoholischem Kupferacetat 
sefallt ein rostbraunes, jodhaltiges komplexes Salz. Aus den 
Kiltraten der Cu-Salze lassen sich nach Entfernung des 


Kupfers und Jods aus alkoholischer Lésung mit alkoholischem 
Platinchlorid Platinsalze ausfillen, wobei jedoch 17 bzw. 10° 
les Stickstoffs in Lésung bleiben. 

Zur Methylierung gelangte ein Priparat mit einem 
\-Gehalt von 92 ccm n/1-NH,, gelést in 100 com 98 °/, igem 
Methylalkohol. Die Lisung wurde in zwei mit CO, gefiillte 
hohren, von denen jede mit 15 g K,CO, und 20 g Jodmethyl 
beschickt war, verteilt und hierauf in horizontaler Lage 
} Stunden im kochenden Wasserbad erwiirmt. Das filtrierte 
und eingedampfte Reaktionsprodukt wurde in absolutem Athyl- 
alkohol gelést, und nach Filtration und Abdestillation des 
\lkohols mit trockenem Aceton behandelt. In das Aceton 
ingen 27,5 com n/1-N. Der in Aceton unlésliche Rest wurde 
in 50 com absolutem Alkohol gelést. Bei Zusatz von weiterem 
Alkohol fiel ein Harz aus, das 8,45 ccm n/I-N enthielt. Die 
Alkohollésung enthielt so 54,5 cem n/1-N. Nach Uberfithrung 
des acetonléslichen Produktes in absoluten Alkohol wurden 
die beiden alkoholischen Lésungen in einem UberschuB von 


alkolischem, essigsaurem Cu gefillt. Die Ausbeute an den 


rostbraunen schuppenformigen Salzen war 3,5 g fir die aus 


der Acetonlésung stammende Base und 6,2 g fiir die alkohol- 
\Osliche, 
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Die alkoholischen Filtrate der Cu-Salze wurden mit miific 
konzentrierter wiBriger K,CO,-Losung ausgeschiittelt, bis dies 
kein Cu mehr aufnahm. Die alkoholischen etwas eingeengte: 
Basenlésungen wurden hierauf zur Entfernung des Jods m 
Wasser und Silbersulfat geschiittelt. Zur Entfernung des 
Silbers wurde ein wenig Salzsiure zugesetzt; Aussalzen in 
Alkohol mit Na,CO, und etwas Ather; neutralisieren mit HC\, 
Uberfiithren in absolutissimus Methylalkohol und fillen mit 
tlkoholischem Platinchlorid. 

Wenn das Jod nicht vollig entfernt wurde, wird 4d: 
Platinsalz reduziert. 

In entsprechender Weise entfernt man das Jod in andere 
'raktionen, falls aus diesen ein Platinsalz hergestellt werden sol, 

37°/, des Stickstofis der Acetonlésung wurde als Kupfer- 
salz ausgefallt, 46°/, als Platinsalz; 17°/, entgingen de 
Fillung. Aus der Alkohollésung fielen 33°/, des Stickstotis 
als Kupfersalz, 57°/, als Platinsalz; 10°/, wurden nicht nieder- 
geschlagen. 

{in Teil des Kupfersalzes der in Aceton unléslichen 
Mraktion wurde mit einer Na,CO,-Liésung auf dem Wasserb: 
hydrolysiert, hierauf in der oben beschriebenen Weise von C 
und J befreit und in Alkohol iibergefiihrt. Das Platinsa! 
aus dieser Lisung war in Alkohol ziemlich léslich und schied 
sich geleeartig mikrokrystallinisch aus. Bei Zusatz von Wass: 
zu der warmen alkoholischen Lésung fiel das Salz in gute 
Form aus. 

Die Salze zeigen folgende Zusammensetzung: 

Cu-Salz der acetonléslichen Fraktion: 

26(CHs), 7; (s. Nr. 15 derTab 

0,2049 g Substanz gaben 0,1644 g CO,, 0,0679g H,O, 0,1050 g J 
0,037 g CuO. 


d.i. 21,69, C 36% H 49,2°, J  14,46°/, Cu. 


0,01453 g Substanz gaben 0,0399 cem n/1-NH, = 3,8°/, N_ nach 
Kjeldahl (Mikro). 

0,02461 ¢ Substanz gaben 0,00424 g und 0,016355 g AgJ = 1,1 
OCH, und 4,24°/, CH, am N bei OCH, und N-—CH,-Bestimmung 
nach Edlbacher; OCH,-Zahl: 26,5, N—CH,-Zahl 102. 


ung 
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0,4411g Substanz gaben 0,588 cem n/1-CH,COOH = 7,84°/, CH,COO 
bei der Acetylbestimmung nach Wenzel 

Bei den Mikromethylimidbestimmungen nach Edlbacher 
rhielt man im allgemeinen gut tibereinstimmende Analysen. 
Bei diesen Cu-Salzen hat jedoch in einigen Fiillen eine zweite 
Destillation mit HJ nach der alten Methode | es in Edl- 
bachers Apparat) eine erhdhte Methylimidzahl gegeben. 

Cu Salz der acetonunléslichen Fraktion: 

7(OCHg), 13(CHs)[(CH,COO), Cu], ,(Cud,)) (8. Nr. 17 d. T.). 
0,1226 g Substanz gaben 0,1107 g CO,, 0,0471 g H,O, 0,0577 g J. 
0,0179 g CuO = 24,62 °/, C, 4 199 H, 47,06 %/, J, 11,74 %/, Cu. 
0,01249 g¢ Substanz gaben 0.0396 ecm n/1-NH, = 4,43°/, N_ bei 
Mikro-Kjeldahl- Bestimmung. 

0,01065 g Substanz gaben 0,00101 g und 0,007665 g AgJ bei der 
OCH, und N—CH,-Bestimmung nach Edlbacher. OCH,-Zahl: 12,7, 
\ —CH,-Zahl 96,3. 

0,2590 g Substanz gaben 0,294 cem n/1-CH,COOH = 6,67°/, CH,COO 

i der Acetylbestimmung nach Wenzel. 


(Dieses Kupfersalz wurde mit einem zu geringen Uber- 
‘huB von Kupferacetat gefillt, was den etwas geringeren 
Kupfergehalt dieser Base zur Folge gehabt hat; denn wir 
haben es hier sicher mit der gleichen Base wie im ersten 
Kupfersalz zu tun). 

Platinsalz, dargestellt aus dem zuletzt beschricbenen Kupfersal 

C,H NO, o(CH,), HCIPtCl,)> 45 Nr. 18 der Tab.). 

0,1579 g Substanz gaben 0,1630 g COQ,, 0,069T g H,O = 26,9 °/, C, 
4,92 °/, H. 

0,02132 ¢ Substanz gaben 0,00593 g Pt = 27,8 °/, Pt. 

07254 0888 N (15°, 719 mm) = 5,15 N. 
g »  0,01852 g bei der N—CH,-Bestim- 
nung nach Edlbacher. N—CH, -Zahi: 

Die Analyse des Platinsalzes steht in guter Uberein- 
simmung mit derjenigen des Kupfersalzes; im Platinsalz fehlt 
jedoch die kleine Menge Methoxyl. 

Platinsalz aus dem Filtrat der Kupferfiillung der acetonléslichen 
Fyaktion: 


(2 HCIPtCl,), 5, (s. Nr. 16 der Tab.). 
0,1629 g Substanz gaben 0,1746 g CO,, 0,0770 g H,O, 0,0455 °/, Cl. 
0,0481 Pt = 29,17°/, C, 5,88, H, 27,0, Cl, 265°, Pt. 


17 
ALA 
i} 
Jii, 
(3 
} 
er. 
i 
‘ 
a 
} 
\ ‘ 
| 
yr 
f i 4 


48 N. Troensegaard und Eugen Fischer, 


0,0183 g Substanz gaben 0,0379 cem n/1-NH, = 4,90 °/, N bei Mikr 
i jeldahl- Bestimmung. 

0,01367 g Substanz gaben 0,013138 g AgJ = 6,13°/, CH, b 
N—CH,-Bestimmung nach Edlbacher. N—CH,-Zahl: 117. 

Platinsalz aus dem Filtrat der Kupferfillung der acetonunliis 
lichen Fraktion: 

HCIPtCl,),.5, (s. Nr. 19 der Tab.). 

0,1384 g Substanz gaben 0,1464 g CO,, 0,06547 g H,O, 0,0397 g¢ C 
0,0370 g Pt = 28,8 °%, C, 5,26°/, H, 28,7°/, Cl, 26,7 /, Pt. 

0,005247 g Substanz gaben 0,236 cem N (15°, 719 mm) = 5,04 °/, \ 

0,01511 g Substanz gaben 0,01203 g AgJ = 5,1 °/, CH, bei N—H 
Bestimmung nach Edlbacher. N—CH,-Zahl: 101. 

Die beiden letzten Platinsalze haben hiernach die gleich 
elementare Zusammensetzung. Sie enthalten 1 Kohlenstofi- 
und 2 Wasserstoffatome mehr als die Basen der Kupfersalz: 

Die Analysen wurden alle mehrfach ausgefiihrt und 
stimmen gut iiberein. LEigentiimlich ist es, da der Platin 
gehalt fiir alle Fraktionen der gleiche ist. 

Wir nehmen an, da die Basen aus 5 Komplexen aut 
sebaut sind, von denen der eine nicht basisch ist. Diese Ver- 
hiltnisse sollen in einer folgenden Arbeit niher untersucl: 
werden. 


Fraxtionierung der Acetylbasen. 


Die Darstellung der Acetylbasen erfolgt nach friithere: 
Angabe.') Man erhilt sie in einer Ausbeute von 7—9°/, de 
Stickstoffmenge des Proteins. 

Ather und Essigsiiureanhydrid werden abdestilliert, worau' 
man die Basen mehrmals im kochenden Wasserbad mit Amy|- 
alkohol behandelt und den Amylalkohol jedesmal im Wasser- 
stofistrom bei gutem Vakuum (14 mm) abdestilliert. Zur Ent- 
fernung der letzten Reste Essigsiure und Amylalkohol schiitteli 
man mit trockenem Petrolither aus. Ist keine Essigsiiure 
vorhanden, so sind die Acetylbasen unléslich in Petrolither. 
Geht ein wesentlicher Teil Stickstoff mit in Lisung, so muh 
nochmals abdestilliert werden. 


) Diese Zs. Bd. 127, 8. 144 (1923), 
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Nun schiittelt man die Basen zur Krschépfung mit trockenem 
\ther aus und behandelt das Ungeliste mit warmem, trockenem 
Benzol. Der Rest wird in Alkohol gelést 

Die Atherfraktion wird eingedampft und mit Schwefel- 
kohlenstoff ausgezogen (ohne Erwiirmung). Bei einer Frak- 
ionierung wurde der iitherlisliche Teil durch Behandlung mit 
siedendem CS, vollstiindig verindert: in der Kilte ibt CS, 
keine Kinwirkung aus. Das Ungeléste behandelt man zur Ent- 
ernung des Schwetelkohlenstoffes mit Petroliither und zieht 
hierauf mit trockenem Ather aus. Was eee, wird mit 


armem Benzol ausgeschiittelt. Diese Benzolfraktion figt man 


uur ersten. Den letzten Rest lést man in Alkohol und gibt 


qiese Loésun ger alkoholischen 


Kin Praiparat, das 515 ccm n/I-N enthielt, ging zu 20°, 


in OS,, zu 12,5°/, in Ather, zu 25 in Benzol und zu 


} 


125°) in AJkohol. Ein Teil der am letchtesten fliichtigen 
Basen ging bei dieser Priiparation verloren, da die Basen vor 
ler Fraktionierung zur Kntfernung des Essigsiiureanhydrids 
im kochenden Wasserbad bei 8 mm Druck behandelt wurden 
ind wir zu spit darauf aufmerksam wurden, dal hierbei 


die am  leiechtesten  fliichtigen Basen abdestilliert werden 


Der erobte ‘Veil der US,-Basen wurde schwachen 
Wasserstofistrom bei 3mm Druck aus einem Claisenkolben 
liert. Gewonnen wurden: 1. Fraktion 0,5 g (unter- 

. Fraktion 3,8 g, Destillationstemperatur 80—116° (der 
réBte Teil ging zwischen 100 und 110° iiber’. 3. Fraktion 
Destillationstemperatur etwa 135°. 4. Fraktion 2,6 
mit freier Flamme destilliert). Das nicht iiberdestillierte war 
dunkel gefirbt, jedoch zum gréBten Teil in CS, léslich, woraus 
2,0  gewonnen wurden. 

Die 2. Fraktion enthielt Methoxyl (s. folgende ‘T’ab.). 

Die Acetylbestimmungen wurden nach Wenzel ansgeftihrt. 
Vie Hydrolyse mit H,SO, 2:1 muB-bei 120° (4 Stunden) vor- 
enommen werden. In - Tabelle wird nur die Bestimmung 


ppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLII. 
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tir Kraktion Il angegeben. Die Bestimmungen der andern 
raktionen fielen zu niedrig aus, da diese nur bei 100° hydro- 
lysiert wurden. Da die Fraktionen recht homogen sind und 
bei den CS,-Basen eines anderen Proteins in allen Fraktionen 
die Acetylzahl 200 erhalten wurde, darf diese Zahl wohl mit 
Recht fir Fraktion 1] und IV zugrunde gelegt werden, deren 
\nalyse erst wiederholt werden kann, wenn wir geniigend 


— 
ee 


lai geSammelt haben. 


Kraktion IIL und gaben besonders starke Pyrro! 


miementaranalysen der Cs, Basen (8. Nr. 1 dex l'ab.). 


cetyl N O 
| Fra | Empirische Forme! 
| | ae 
41 | 6,63 | 25,05 | C, NO(OCH,), ,(CH,CO 
| | 61,91 | 8,79 16 29] 23.01 CH, (CH,CO), 
1\ 33.43 1 7,79 | 6.26] 22.52 C, 
i 
aktion oa be n 0.3776 CO,, 0.1292 H.O. 
U,13009 7,6 eem N (17°, 750 mm). 
U, Lovo I! bei der nach Wenze 


cem n/l (daraus Acetylzahl 205). 
0,01540 g Fraktion IL gaben bei OCH,-Be nmung nach Ed! 
0.00705 ¢ AgJ (daraus Methoxylzahl 41 


2782 ¢ Fraktion III gaben 0,6316 g CO,, 0,2187 g H,O 
0,186 10,2 eem N (15°, 748 mm), 
0.1845 LV 0.4291 CO,, 00,1284 H,O 

2625 2 i\ . 14,5 eem N (18°, 750 mm). 


Destilliert man die Basen wed biarsrmapan. von mit Ather- 


dampf gesittigtem Wasserstoft mit 25°/, iger Natronlauge beinah: 
ur Trockne, so geht zwischen 60 hi 80° eine leicht beweg 


he, auBerordentlich scharf riechende Base tiber (wahrschein 


lich ein Pyrrolin), hieranf ein krystallinische Form annehmende: 


ueutraler Stoff, der starke Pyrrolreaktion gab (vermeintlich ein 
monoacetyliertes Pyrrol). Spiter gingen reichlich Pyrrole iibe: 


Die empirischen Formeln zeigen uns, daB die Basen 1 Sauerstofi- 


atom fiir jedes Stickstoffatom haben. 


$ 
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: 
i 
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Untersuchungen liber die ZAusaimmensetzune der Proteine. 


Die itherléslichen Acetylbasen wurden nicht destilliert 
Von EKssigsiure wurden sie durch lingere Hochvakuumbehand- 
lung bei 80° befreit. Sie enthalten eine geringe Menge 
Methylimid und haben die Acetylzahl 195. 

Iure empirische Formel ist | 
s. Nr. 4 der Tab.). 


0,1385 gaben 0,2750 ¢ CO,, 0,0912 = 54,15 °/, C, 7,37 H 
O1090 8.6 N (19°, 760 mm) = 9,01 °/, N. 
0.1290 ¢ bet der Acetylbestimmung nach Wenzel 1,61 cen 


Die benzolléslhichen Acetylbasen wurden zur Entfernung 


des Benzols im schwachen Wasserstofistrom im Claisenkolben 
bel 14—15 mm Druck im kochenden Wasserbad hehandelt, 


ind hierauf aus dem Olbad bei 4 mm destilliert. 


Fraktion 3.25 destillierten bei 93—96°. 
6.1 140—235° (Hauptteil bei 
lv g 240—250 (Olbadtemperatur 300 


Nicht destillierbar waren 6,4 ¢, von denen die Hilfte in 


Benzol léslich war. Ein Teil der Substanz war verkohlt. 


t we 

=a 
~ 

4 ~ 


17,36 13,59 112,97] 31,08] 93]16] 4]C,H, .NO, (OCH,), .CH,CO] 109 131 
651 8,56] 9,79 | 24,0 96} NO, (CH,) ,CH,CO] 136 203 


i 
| 57,23 801] 11,15] 23,61] 148] OF O| .NO,,(CH,CO), 126 216 
160.26] 7.47]10,79] 21,51] 837 Of O U, .H, -NO, ,CH,CO 132 342 


raktion I, 0,1413 g Substanz gaben 0,2454 ¢ CO,, 0,1086 g H,O. 
0.1479 16,9 cem N (19,5°, 756 mm). 


0,1035 bei Acetylbestimmung nach 


') Auch hier muB, wie bei allen Acetylbestimmungen von Acety! 
basen 4 Stunden mit H,SOQ, 2:1 bei 120° hydrolysiert werden, da bei 
uiedrigerer Temperatur ganz falsche Resultate erhalten werden. 

Chem. Ber. Bd. 55, 8. 1051 (1922) 
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Wenzel 0,8) cem n/1-CH,COOH. 
0,033 99 g Substanz gaben bei OCH,- und NCH,-Bestimmun 
nach Edlbacher 0,01191 bzw. 0,00340 ¢ AgJ. 
Frektion If. 0,1800 g Substanz gaben 0.2748 g CO,, 0,0995 H,0O. 
0.1239 ¢ 10.9 eem N (19°, 740 mm). 
OS016 hej Acetylbestimmung 
Wenzel 2,025 cem n/1-CH,COOH. 
0,04953 Substanz gaben bei NCH,-bBestimmung nac!l 


Edlbacher 0.02447 AgJ. 


y 
raktion iil. O,13Z0 Supstanz gapen UU,, 0.0949 H.O. 
0,1060 g - 10,5 eem N (19,5°, 750 mm). 
r> 
Volekulargewichtsbestimmungen nach | 
| Substanzmenge Campher | Depression 
Kraktio Mol.-Gew 


i 
i 14: 108.4 i 
if 25.610 Z035 
i 11 i 
22,606 bb | Zit 
‘ i 
M 14 | } 
Die gefundenen Molekulargewichte weisen darauf hin, dat 


Kraktion L im wesentlichsten aus Basen mit einem N-Aton 


ynestenen mub wenrend Hprarktion i} wesentilci 
t i Sitti te? « aa hii a2 i | af hi 


2 N-Atome im Molekiil aufweisen und Fraktion I\ sogar are 
haben diirfte 


21 GeY Mit dV weragen Haseli 


mit emem iiuBerst scharfen Geruch abgespalten, der in keine 


Welse an aliphatische Amine erinnert. 


Die Basen sind noch nicht nihe: untersucht; Wir vel 

muten jedoch, daB es sich im wesentlichsten um sauerstof! 
} 


Die destillierten Acetylbasen enthalten keinen Schwefel 


haltige hydrierte Pyrrole hand 


Alkohollosliche Fraktion. 
Der beim Behandeln mit den voraufgehenden Lésungs 
mitteln unléslich gebliebene Rest, der in Alkohol léslich ist 


i 
Ne Hraktionen 2, 3 und 4 gaben sehr starke Pyrrol 
1e raktlonen 2. ie tit CLI 
aktionen. 
| 


Untersuchungen uber die Ausammensetzune d Protein 


bh CHC], und KMssigsiureanhydrid ber der Ather- 


diirtte durch 


fillung in Loésung gebliebenes Acetylgliadin sein, das jedoch 


einen menbhr Dasischnen Unarakter fat a 
provell. In ro ent Lilt dieses alkoholgeléste 
L 


vlallkonhol oiht es die sewbhnichen 
gibt eS aie Fewonniicnen Fraktionen des Acetyi- 
v ‘ 


vasischnen FPraktionen sind jedoch crober. 
rraktlo UCS LUKUI cl 1Acetviglladl 
Die it loshiene turetraktion steht zum gréBten ‘lel 
AUS Kissigs irc. f halt yer aUCH elne geringe 
iner Fyrrolsaurs die sich durch Lark arbenreaktionen 
Dies Sau 1 Alkalicarbonaten estandig 
ind U Weltel unte in ail i raktion 
sich elne wienge eile ckStonireren uy 
eSsattigte Sau 
Kyaktion Proteol). 
Vel rob des Giiadinm lekiils findet sich diese 
raktion Kis VUTG aas Proteo] Cardoxy 
ntnalit Git I18t CGocn so Wit 
Or del weltereh Fraktionlerung die eLementare Zusamme} 


setzung C,H,N,O.. Die Molekulargewichtsbestimmung in Pheno 


<> 


@ 


Viol -(tew, 2? 

Der niedrige Wasserstoffgehalt zeigt, daB wir es hier mit 
dem zentralen Teil des Molekiils zu tun haben, der von der 
Natriumreduktion nicht beriihrt worden sein kann. Der Beweis 
dafiir, daB das analysierte Proteol nicht hydriert wurde, ist 
damit erbracht, daB sich das Proteol nach erneuter Acety- 
lierung wiederum mit Natrium in Amylalkohol hydrieren labt. 
Bei der gebriuchlichen Fraktionierung erhalt man nunmehr 
eme Fraktion D, (das Proteol des Proteols), die — nach der 


Befreiung von Salzen und KEssigsiiure in Freiheit gesetzt. 


!) Diese Zs. Bd. 127, 8S. 169 (1928) 


’) Diese Zs. Bd, 133, 8. 123 (1924 
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und aus Alkohol in trockenem Ather getallt die elementare 
Zusammensetzung U,H, ,NO,, hat. 

0,10938 g Substanz gaben 0,2154 g CO,, 0,0745 g H,O = 53,85°/, C, 
7,6°/, H. 

0,1413 Substanz gaben 16,2 cem N (18°, 750 mm) = 13,0°/, N. 
Naberes im experimentellen Teil, der eine ausfihrlicher 
Beweisfiihrung der im nachfolgenden Referat behandelten Kon 
stitutionsuntersuchungen enthalt.) 


Die Hydrolyse 
mit konz. Salzsiure, der eine kurze Alkalihydrolyse voraus- 
gegangen war, fiihrte zu einem stark verkohlten Hydrolysat. 
das mindestens 36°/, Prolin enthielt. Das Prolin wurde durch 
das Kupfersalz identifiziert. 

0,42 ¢ Cu-Salz verloren beim ‘Trocknen im Vakuum 0,0454 g 
10,33°/, (ber. 10,99°/,) unter Farbenitibergang von blau nach violett. 

0,02499 g des getrockneten violeiten Salzes gaben 0,00658 g CuO 

21,04°/, Cu (ber. 21,75 °/,) 

0,1153 g gaben bei der Kjeldahl- Bestimmung 0,775 cem n/1-NH 
- 9,41°/, N (ber. 9.60°/,). 

Die Analysen zeigen gleichmaéBig, daB dus Cu-Salz nicht 
vollig getrocknet war. 

Die Hydrolyse mit konz. Alkali gibt ein klares Hydro- 
lysat. Die Halfte des Stickstoffs findet man als alkohollésliche 
Saure, die jedoch kein Prolin ist. Die Seitenketten des Prolin- 
kernes sind jedenfalls nicht abgesprengt worden. 


Carboxylgruppen. 

Bei der geschilderten Darstellungsweise des treien Proteols 
in absolutem Alkohol erfolgt sicherlich eine Anhydridbildung 
Die Titration, die gasvolumetrische Carboxylbestimmung nacl 
Baumann und Rux, die Analyse des aus dem Silbersal: 
mit CH,J dargestellten Methylesters geben alle 10,5 bis 
20 Carboxyle fiir 100 N. 

Das Silbersalz wird dargestellt durch Behandeln des freien 
Proteols in wasserfreiem Methylalkohol mit frisch gefilltem 
Silberoxyd, worauf man das Silbersalz ohne Erwirmung mit 
CH,.} umsetzt. Die Methoxylzabl wird nach der Menge des 
ausgeschiedenen Jodsilbers berechnet und nicht durch di 


Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der Proteine 


Methoxylbestimmung ermittelt, da das Jodmethyl noch aut 
andere Weise mit dem Proteolsauerstoff reagiert. 
Die Neutralisation der von EKssigsiure befreite: 
Siure zum Formolpunkt gibt die Carboxylzahl 18, wozu durch 
Formoltitration weitere 20,5 hinzukommen. 30 daB wit 


) 


einer Gesamtcarboxylzahl von 38,5 gelangen. 
Das Praiparat gab 6°/, van Slyke-Stickstoff. 
0.9 ¢ Proteol mit einem N Gehalt von Scem n/i-N 

vurden 7 

alkoholischem Kali gekocht. Die Riicktitration ergah einen 


Verbrauch von com n/1-Kali, wozu 1.5 cem n/1-Kali komme) 


Minuten lang mit 25 ccm n/2-wasserfreiem methy! 


die zur Neutralisation der freien Sadure verbraucht worde) 


waren: dies ergibt eine Uarboxyizahi von 56 und Ze1g t uns 

laB das Proteol teilweise in ein Anhydrid iibergegang ¥ 
das nun aufgespalten wurde. Wir finden dadurch das Ver 


hiltnis von Carboxyl zu Stickstoff wie 1: 2. 

Bel der Ve resterung des Kaliumsalze at Prot 
methylalkoholischem Kali mit Dimethylsulfat wird die Carboxyl 
sruppe methyliert. Diese Methylierungsmethode gibt jedo 
bei Verainderung der Reaktionsbedingungen stark variierend 
Resultate und trotz verschiedener Versuche gelang es nicht ei 
Platinsalz mit einer hoheren Methoxylzahl als 35,5 zu erhalten 

In Lisungen jedoch, die keinen Schwefel enthielten, kame: 
wir, Wle spiter angegeben, zu Kstern mit der Methoxylzahl 43,9; 
hieraus wurde aber kein Platinsalz hergestellt. 


Fen 


¥ 


Die Schwierigkeit bei dieser Methylierungsmethode ze! 
an, daB sich leicht andere Reaktionen abspielen kénnen, aber 
auch daB man bei EKinhaltung von richtigen Reaktionsbedin- 
vungen wohl die Methoxylzahl 50 erreichen kann. 

Die Platinsalze verschiedener Priiparate gaben Methoxyl- 


zahlen von 55,5 bis auf 10 herunter und Methylimidzahler 


von 42,.4—36.. DaB diese Ester beim Erwirmen mit aa 
met thyl Methoxylzahlen | 18 94,7 ceber konnen, sol] spat h 
sprochen werden. 

Kin in Alkonol geléstes Praparat, das die OCH,-Zahl 34,5 


und die N—CH,-Zahl 33,5 hatte, gab nach der Fallung mit 
alkoholischem Platinchlorid wobei 55°/ des Stickstofis 


en 
| i 
? 
{}- 
n- 
Ci 
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ob N. Troensegaard und Eugen Fischer, 


gefallt wurden -~ ein Platinsalz mit der OCH,-Zahl 32,4 un 
der N—CH,-Zahl 42,4 und hatte die Lecnaimicliins 
14 eg o(CH,), HCl, PtCl,),.. (siehe Nr 


i, 
der Ta b 


i 


0,1565 g Substanz gaben 0,1764 g CO,, 0,0614g H,O, 0,0331 ¢ C 

0,00858 g = a bei der Cl-Bestimmung nach Preg 
0,00815 g AgCl, 0,002055 2 Pt. 

0,007315 g Substanz gaben 0,395 cem N (15°, 719 mim), 


d.i. 30,749/,C 4,39°7,H 6,069, N Pt 23,69°/,Cl 11,15°/, O 


Derjenige ‘l’eil des methylierten Proteols, der mit alkoho- 
lischem Platinchlorid nicht niedergeschlagen wird, mu, nacl 
der urspriinglichen Analyse des Proteols zu rechnen, wasser 
stoffarmer sein als der gefiillte. Ist dies der Fall, kann man 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit damit rechnen, daB die Haltt 
des Stickstofis 1m Platinsalz dem Prolinrest, und die andere 
Halite einem wasserstofftarmen Radikal angehdort. 

In Alkohollésune reagiert das von Kalium befreite Protes! 
schon bei gewéhnlicher Temperatur mit Jodmethyl und zwar 
sowohl am Sauerstoff wie am Stickstoff. Die Reaktion wir 
jedoch vollstandiger, wenn man nach spiiterer Angabe im Hin- 
schluBrohr erwirmt. Das mit Jodmethyl methylierte Proteo! 
gibt ohne Schwierigkeit recht konstante Methoxyl- und Methyl 
imidzahlen (fiir OCH, 46.5, fiir N—-CH. 49—54,0) im Gegensat: 
zu der Methylierung mit Dimethylsulfat, die bei der V arlierung dei 
wechselnde Methoxylzahlen gibt. 

Der Methylester list sich in Chloroform und Aceton. 

Der bei der Methylierung mit Jodmethyl ohne voraut- 
gegangene Behandlung mit Dimethylsulfat erhaltene Methy]l- 
ester gibt nach der Befreiung von Jod mittels Silbersulfat in 
wasserhaltigem Alkohol und nach Uberfithrung in Alkoho! 
mittels Natriuméarbonat und etwas Ather in wiBrigem Alkoho! 
ein odliges Goldsalz. In alkoholischem Platinchlorid werden 
55°/, des Proteolesters ausgefallt') und wir erhalten ein Platin- 
salz folgender Zusammensetzung: 


') Bei liingerem Stehen in alkobolischer Lésung verliert der Ester 
seine Fihigkeiten ein schwer lésliches Platinsalz zu bilden. 


ste 


™ 


Untersuchungen uber die Zusammensetzung der Proteine a7 


OCH,-Zahl 37; N—CH,-Zahl 88 
0,01673 ¢ Substanz gaben 0,006135 ¢ und 0,01455¢ AgJ bei cd 
OCH,- und N—CH,-Bestimmung nach Edlba 
0,1353 2 Substanz ¢ n 6,9 c¢cem (17 760 1 } 
0,6975 0.1215 ¢ CO,, 0,0154¢ 0.02072 C 
Pt 


Das Platinsalz wurde im Vakuum bei 400—110" getrocknet 
Ks ist nicht notig. aie Leni} eratur so hoch hinault zu setzen: 


das 


Lit \ nig? il tl 4 y is tril 
+} 
ornanden Zu Sein. 


none Methvilmidzahi 58 und die meadarige Metnoxy! 


ahl 37 stimmen nicht mit der Methylimidzahl 54 und de 
Uethoxylzahl 45,5, die wir in der Lésung vor Ausfillung de 
Platinsalzes hatten, tiberein. Ob hier eine Hraktionierung des 
roteolesters vorliegt, oder ob ein Teil des Methoxyls durch 
‘rocknung bei zu hoher Temperatur abgespalten wurde, 
ein Priifung unterzogen werden. Eine Moelichkeit fii 
Las Kutstehen der hohen Methylimid ah] soll Spater erortert 
verden. Lie Methylierung kann nicht an eimer alkoholischen 


Hydroxylgruppe erfolgt sein, da diese mit Jodmethyl nicht 

reagieren, und evensowenlg an cihem puenoiscnen Hydroxy]. 
da dieses schon mit Dimethylsulfat reagiert haben miiBte 
iibrigens erfordert es im gewdhnlichen ein kriftigeres Ein- 


isches Hydroxyl mit Jodmethyl so voll- 


— 
( 
— 


greifen, 1 
stindig zu methylieren.') die Methylierung an einer 
Carboxylgruppe stattfindet, muf als ausgeschlossen betrachtet 


werden, worauf wir unter dem Experimentellen niher eingehen 
werden. 
Die Veresterung durch Jodmethyl muf an einer Carbonyl- 


g 
eruppe erfolgen, was spiter noch diskutiert werden soll. 


Kine weitere Methylierung mit Dimethylsulfat bringt keinen 
Zuwachs an Methoxyl, da die Prolingruppe bei der Behand- 


lung mit Jodmethyl vermutlich ein Betain gebildet hat.!) Geht 


'’ A. Kiing, Diese Zs. Bd. 85, 8. 220 (1913). 


Hig 7,(CH,), 7eV3.04(2 HCl, PtCl,),,, (s. Nr. 22 der Tab. 
P ir 
Of ‘ SU; Qo 0980 1] 4= 0 19 OF 
Li. 84097,C 5,2%9%,8 5,88°/,N  21,2°7,Cl 20.47%, P6 13,25°/,0 
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man jedoch den umgekehrten Weg, indem man erst mit 
Dimethylsulfat in alkoholischer Lésung und dann mit Jod 
methyl im Rohr methyliert, so erhalt man Priparate mit 
Methoxylzahlen bis zu 95 und Methylimidzablen bis zu 56 
Das Platinsalz des doppelt methylierten Proteolesters ist leicht 
léshich in Wasser und auch ziemlich léslich in Alkohol, wo- 
durch es schwierig wird fiir die Klementaranalyse geeignet 
Produkte herzustellen. 

Uber die Konstitution der Siure, die den beiden Platin- 
salzen zugrunde liegt, kénnen folgende Formeln als Bausteine 
des Gliadinproteols angenommen und zur Diskusion gestellt 
werden, wozu jedoch bemerkt werden soll, daB keine de: 


Hormeln alle unseren Analysenresultaten geniigt; jedoch ist zu 
hoffen, daB die Einleitung einer Diskussion schlieBlich zu dey 
richtigen Formel fithren wird. 


OC, C-CH, H,C- CH 
| Hv oH 
H,C C—CH,— C<eoon A 
SNZ 
H J Hi 
CH,0C -C-CH, H,C U 


Hy 


\N 


H H 


(A inh 


H.C 


H, H 4H 


Formel A: C,,H,,N,O, gleicht der Bilirubinsaure, nur dab 
der Pyrrolcarbonsiurekomplex letzterer in der ersteren durcl 
eine Pyrrolidincarbonsiure ersetzt ist. 

Formel B: C,,H,,N,O, lehnt sich an die Formel des 
Tryptophans und an Abderhaldens neue Aminosiure dei 
Indolreihe, der die Konstitution einer §-Bz-oxy-Pr-dihydroin 


C 
} { 
— 


Untersuchungen tiber die Zusammensetzung der Proteine. 5S 


dolylalanins C,,H,,O,N, zugeschrieben wird), sowie an das 
von Guggenheim beschriebene Dihydroxyphenylalanin?) an. 

Die Nettozusammensetzung der beiden Proteolester, die 
den Platinsalzen zug:unde legen, ist nach Abzug des ein- 
getretenen Methyls C,,,H,,,N,0,, und C,,H,,.N,0,. Das 
freie Proteol selbst hatte C,H,N,O 


1,.6° 
Das Angefiihrte diirfte es recht wahrscheinlich erscheinen 
lassen, daB das Proteol eine Carboxylgruppe auf 2 Stickstoff- 
atome enthilt. Das eine Stickstoffatom ist stark, das andere 


chwiicher-basisch. Nach den Platinsalzen miissen wir 4 Sauer- 


toffatome auf 2 Stickstofiatome haben. Das Platinsalz mit 
ier Analysennummer 22 gibt nur 3,26 Sauerstoflatome, von 
lenen eines besonders reaktionsfihig mit Jodmethyl ist. 

Ks soll hier noch einmal, wie schon friher, darauf hin- 
sewliesen werden, dab in der vorliegenden Arbeit (um méglicher 
weise vorkommende Diketopiperazine zu Piperazinen zu redu- 
zieren) eine stirkere Hydrierung zur Anwendung kam als bei 
friiheren Versuchen, bei denen wir die ersten Elementar- 
analysen des Proteols vornahmen, und vermutlich ist dies ein 
Grund dafiir, da die hier analysierten Platinsalze einen 
héheren Wasserstofigehalt haben. Spitere Versuche werden 
zeigen, ob das schwichere hydrierte Proteol eine einheitlichere 
Substanz ist. 

Man muB annehmen, dab die leichte Veresterung mit 
Jodmethyl an einer Carbonylgruppe erfolgt und zwar auf die 
sleiche Weise wie Jodmethyl auf Antipyrin und y-Chinolone 
virkt.*) Knorr nimmt an, daB dies Verhalten des Jodmethyls 
auch fiir y-Pyridone gilt und ebenso nehmen wir an, daB eine 
ihnliche Reaktion auch bei y-Pyrrolonen und y-Indolonen 
stattfinden kann, sofern nur die Konstellation fiir eme Ver- 
schiebung der Doppelbindung gegeben ist. Diese Konstellation 
liir die Sauerstoffatome findet sich in den entworfenen Formel- 


') E. Abderhalden und Martin Kempe, Diese Zs. Bd. 138, 
S. 108 (1924). 

*) M. Guggenheim, Diese Zs. Bd. 88, 8. 276 (1913). 

*) L. Knorr, Chem. Ber. Bd. 30, S. 922 (1897); Liebig, Ann. det 
Chem. Bd. 293, S. 1 (1896). 
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man jedoch den umgekehrten Weg, indem man erst mit 
Dimethylsulfat in alkoholischer Lésung und dann mit Jod 
methyl im Rohr methyliert, so erhilt man Priiparate mit 
Methoxylzahlen bis zu 95 und Methylimidzahlen bis zu 56 
Das Platinsalz des doppelt methylierten Proteolesters ist leich! 
léslich in Wasser und auch ziemlich léslich in Alkohol, wo- 
durch es schwierig wird fiir die Klementaranalyse geeignet: 
Produkte herzustellen. 

Uber die Konstitution der Saure, die den beiden Platin. 
salzen zugrunde liegt, kénnen folgende Formeln als Baustein 
des Gliadinproteols angenommen und zur Diskusion gestell! 
werden, wozu jedoch bemerkt werden soll, daB keine de 
Hormeln alle unseren Analysenresultaten geniigt; jedoch ist zu 
hoffen, daB die Einleitung einer Diskussion schlieBlich zu 


richtigen Formel fithren wird. 


OC. -C-CH, H,C CH 
HO 
H J H 


CH,OC H.C Ch, 
H~ 


\N \N 
H H 
QO 
CH, 
(B) 
Oo C { H 
\C% \N ‘N 
H, H 4H 


Formel A: ©,,H,,N,O, gleicht der Bilirubinséure, nur dat 
der Pyrrolcarbonsiurekomplex letzterer in der ersteren durch 


eine Pyrrolidincarbonsiure ersetzt ist. 

Formel B: C,,H,,N,O, lehnt sich an die Formel des 
Tryptophans und an Abderhaldens neue Aminosiure de 
Indolreihe, der die Konstitution einer #-Bz-oxy-Pr-dihydroi' 


iA 
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dolylalanins U,,H,,0,N, zugeschrieben wird’), sowie an das 


von Guggenheim beschriebene Dihydroxyphenylalanin?) an. 


\ Die Nettozusammensetzung der beiden Proteolester, die 
den Platinsalzen zug:unde liegen, ist nach Abzug des ein- 
getretenen Methyls C,,,H,,,N,0O,, und C,,H,,,N,0,. Das 
freie Proteol selbst hatte C,H,N,Q, ,. 

Das Angefiihrte diirfte es recht wahrscheinlich erscheinen 
lassen, daB das Proteol eine Carboxylgruppe auf 2 Stickstoff- 
atome enthialt. Das eine Stickstoffatom ist stark, das andere 
schwicher-basisch. Nach den Platinsalzen miissen wir 4 Sauer 
toffatome auf 2 Stickstofiatome haben. Das Platinsalz mit 
ler Analysennummer 22 gibt nur 3,26 Sauerstoffatome, von 
lenen eines besonders reaktionsfihig mit Jodmethyl ist. 

Ks soll hier noch einmal, wie schon frither, darauf hin. 
rewiesen werden, dab in der vorliegenden Arbeit (um méglicher 
weise vorkommende Diketopiperazine zu Piperazinen zu redu- 
vieren) eine starkere Hydrierung zur Anwendung kam als bei 
iiheren Versuchen, bei denen wir die ersten Elementar- 
analysen des Proteols vornahmen, und vermutlich ist dies ein 
Grund dafiir, daB die hier analysierten Platinsalze einen 
héheren Wasserstofigehalt haben. Spiitere Versuche werden 
zeigen, ob das schwiichere hydrierte Proteol eine einheitlichere 
Substanz ist. 

Man muB annehmen, daf die leichte Veresterung mit 
Jodmethyl an einer Carbonylgruppe erfolgt und zwar auf die 
zleiche Weise wie Jodmethyl auf Antipyrin und y-Chinolone 
irkt.4) Knorr nimmt an, daB dies Verhalten des Jodmethyls 
auch fiir y-Pyridone gilt und ebenso nehmen wir an, daB eine 
‘hnliche Reaktion auch bei y-Pyrrolonen und y-Indolonen 
stattfinden kann, sofern nur die Konstellation fir eine Ver- 
schiebung der Doppelbindung gegeben ist. Diese Konstellation 

4 lur die Sauerstoffatome findet sich in den entworfenen Formel- 

') E. Abderhalden und Martin Kempe, Diese Zs. Bd. 138, 
S. 108 (1924). 

*) M. Guggenheim, Diese Zs. Bd. 88, 8. 276 (1913). 


*) L. Knorr, Chem. Ber. Bd. 30, S. 922 (1897); Liebig, Ann. der 
Chem. Bd. 293, S. 1 (1896). 
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bildern vor und zwar beim Pyrrolring bei C, und im Indo! 
ring ebenfalls bei C,. Die Konstellation nach der Anlagerung 
von CH,J an Formel A zeigt uns Formel Am. 

Das Methoxyl des mit CH,J methylierten Proteolesier: 
wird beim Kochen mit wasserfreiem methylalkoholischem Ka! 
gerade wie bei der Jodmethylverbindung des Antipyrins al 
gespalten. 

Beim halbstiindigen Kochen mit wirigem Ammonia 
werden ?/. des Methoxyls abgespalten; aber es war deutlic! 
ersichtlich, daB das Ammoniak auf andere Weise mit de) 
Proteolester reagiert hatte und — wie spiter hervorgehob 
wird — kann es sich nicht um die Verseifung eines Carboxy! 
esters handeln. 

Da Methoxylpyrrole im Gegensatz zu Ketopyrrolen rec! 
bestiindig sind, so ist es denkbar, da die letzteren genei: 
sind bei Behandlung mit Jodmethyl in die ersteren iiber 
zugehen. Wir haben jedoch in der Literatur nirgends etwa 
itber ein solches Verhalten der Ketopyrrole finden kénne 
Nach unserer Formel A miiBte eine solche Verbindung un 
Abspaltung von HJ auch die Pyrrolreaktion geben, was jedo 
nicht geschieht, weshalb wir diese Méglichkeit abweisen miisse 

Der Versuch, ein Semicarbazon des Proteols herzustelle: 
verlief negativ, so dab keine eigentliche Ketongruppe v 
zuliegen scheint. 

Das Proteol des Ghadins gibt keine Pyrrolreaktion in 


(segensatz zu den Proteolen von Gelatine und Casein, die mi! 


p-Dimethylaminobenzaldehyd starke Reaktionen gaben. 
Das Proteol gibt beim langsamen trockenen Erhitze 


reichlich Pyrrole. Friiher wurde schon erwihnt, daB sowohl! 
das methylierte, wie das acetylierte Proteol bei der Reduktion 


mit Natrium in Amylalkohol Pyrrole gibt. 
Hydriert man ein mit Jodmethyl methyliertes Proteol, s 


gibt die Pyrrolfraktion B mit konz. Salzsiiure eine stark wein- 
rote Harbe, eine Reaktion, die charakteristisch fiir Pyrrolalde- 


hyde ist. Mit Dimethylaminobenzaldehyd geben alle Fraktione: 


Pyrrolreaktion. 
Bei der Methylierung des Proteols mit Jodmethyl wurde 
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~ 


8°’/, einer iitherléslichen Fraktion mit der Methoxylzahl 74 
abgespalten. Bei der Acetylierung des Proteols erhilt man 
bis zu 15°/, dieser uither- und benzolléslichen Fraktion, die 
nach der Hydrierung mit Natrium in Amylalkohol ganz _ be- 


sonders starke Pyrrolreaktionen gibt. 


In einer friiheren Abhandlung wurde behauptet, daB das 


Proteol mit Diazobenzolsuliosiure (Pau 


vs Reagenz) keine 


Marbenreaktion gibe. Dies stimmt jedoch nicht. Das Proteo! 


} 


ribt sogar eine starke Rotfiirbung, die gewoéhnlich Tyrosin an- 


it 


zuzeigen pflegt, falls Histidin nicht anwesend ist. Nach den 
Angaben von Edlbacher findet sich im Proteol des Caseins 
kein Histidin. Die Reaktion deutet also auf das Vorhanden- 
sein eines Benzolkernes hin. Da das Proteol mit Dimethy!- 
aminobenzaldehy« 


} 


reaktion nicht durch Pyrrolkerne veranlaBt sein. Der positive 


keine Reaktion geibt, so kann die Diazo- 


Ausfall der Tyrosinreaktion steht nicht im Einklang mit unserem 
Hormelbild A. Auch besteht keine Méglichkeit, daB bei der 
Reduktion mit Natrium Amylkakol mehr Wasserstofi in das 
Molekiil eintreteu kann. 

Kine mibige Oxydation des doppelt methylierten Proteol- 
esters mit Chromsiiure—Schwefelsiiure sollte bei eimer der- 
wigen Bindung zwischen den Ringen ‘Tropinsiure geben.') 
Kin einzelner Versuch, bei dem die Oxydation vermutlich zu 
tark ausfiel, gab ein vollig negatives Resultat. Wir fanden 
keine T'ropinsiiure, dagegen wurde reichlich Oxal- und Propion- 
gebildet. 

Wenn wir die Formel B aufgestellt haben, deren Kohlen- 
stoft- und Sauerstoffgehalt unserem Platinsalz entspricht, die 
weniger Wasserstoft enthiilt als die Analyse des Platin- 
saizes angibt, so hat das seinen Grund darin, da’ der Benzol- - 
ring dieses Komplexes, falls derselbe im Gliadin vorkommen 
sollte, wohl bei einer starken Reduktion mit Natrium und 
Amylalkohol aufgesprengt werden diirfte, wodurch mehr Wasser- 


stot eingefiihrt wird. Dies ist unserer Meinung nach teilweise 


') Merling, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 216, 8. 348; Willstitter., 
Chem. Ber. Bd. 31, S. 1548 (1898). 
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bei den dieser Arbeit zugrunde liegenden Proteolpraparate: 
geschehen, da ja friihere Proteole sehr wasserstoflarm waren 
Selbst wenn der Benzolring bei den Kohlenstoflatomen 
6—7 gedffnet wurde, miissen wir annehmen, dab das Jodmethy! 
mit dem Sauerstoff an C, und mit dem dazu in y-Stellung b 
findlichen Stickstoff reagiert. 
Findet sich im Proteol ein Mono- oder Dioxyphenolring 


so ist zu erwarten, daB sich solche Phenole bei der Kali. 


schmelze und nachfolgendem Ausziehen des Kalis mit Athe 
und etwas Alkohol durch Farbenreaktionen mit Ferrichlorid 
nachweisen lassen. Die Kalischmelze des Proteols gab jedo: 
keinerlei derartige Farbenreaktionen. Dagegen gab der alkoho! 
haltige Atherauszug der Schmelae, nachdem die Masse ei 
halbe Stunde im Silbertiegel geschmolzen worden war, mil 
Dimethylaminobenzaldehyd eine rote Farbe. Es ist uns nicht 
bekannt, ob irgendwelche Pyrrole eine solche starke Schmel- 
zung mit Kali ertragen kénnen. Im entgegengesetzten Fall 
deutete diese Reaktion auf die Anwesenheit von Phlorogluci 
hin. Bei dieser Kalischmelze kam ein ilteres Proteolpripara' 
das keiner so starken Hydrierung ausgesetzt gewesen war, 21 
Anwendung. Die aus den jiingsten, starken Hydrierunge 
stammenden Proteole gaben die Farbenreaktion nicht. 

Bei der Erhitzung des Proteols konnten wir keinen Skato! 
geruch bemerken; dagegen entstanden in reichlicher Meng 


Pyrrole, die sich vermutlich leicht aus einem im Benzolker 


sauerstofihaltigen Indolring bilden kénnen. 
In der Annahme eines Bausteins mit zwei Sauerstofiatom: 


im Benzolring bestirkte uns Guggenheims Nachweis vi 
Dioxyphenylalanin. Eine solche Aminosiure kann man unte! 
den Aminosiuren der Siurehydrolyse nicht finden, da diesel 


durch Siuren zerstért wird. Guggenheim bemerkt zugleicl. 


daB man sich mit einer Aminosiiure von dieser Zusammen- 
setzung der Muttersubstanz des Adrenalins niihert. 

Die Formel B gibt anscheinend keine Erklirung fiir di 
iuBerst leichte Aufspaltung des Proteols mit wiBrigem Alkali 


Wir glauben, daB diese auf der Gegenwart eines Pyrrolonringe: 


beruht und da8 wir diesen bei der Acetylierung des Proteol: 


( 
( 
‘ 
(4 
il 
id] 
V 
3 
it 
re 


Untersuchungen tiber die Zusammensetzune der Proteine 65 


alg ather- und benzollésliche Fraktion abspalten. Hiertibe: 
sollen noch genauere Untersuchungen angestellt werden, wie 
auch dariiber, ob die Formel nicht doppelt so groB ist als uns 
das Platinsalz und das Molekulargewicht angeben. 

Auch soll darauf aufmerksam gemacht werden, daB 6-Pyr- 
rolidone bei der Reduktion nicht am Sauerstoff, sondern unter 
Bildung von primiiren Amingruppen am Stickstoff aufgespalten 
werden.’ 

Siiturefraktion D,, 

die sich mit Kaliumearbonat nicht in Athylalkohol aussalzen 
laBt, kann man daduch gewinnen, daB man die gesamte schwach 
saure Siurefraktion vor dem Aussalzen des P:oteols mit Kalium- 

rst mit Athyl- 
alkolol und dann mit wasserfreiem Methylalkohol extrahiert, 
wobei der methylalkoholische Extrakt Fraktion D, darstellt. 
Diese Fraktion hat ‘ihnliche Kigenschaften wie das Proteol (D,). 
So gibt sie gelést in 98°/ igem Methylalkohol beim Erhitzen 
mit Jodmethyl und Kaliumearbonat im KinschluBrohr Methoxy- 


carbonat im Vakuum zur Trockene verdampft, e 


verbindung, die in Aceton und Kssigester léslich sind und die 
Methoxylzahl 13 haben. 


Experimentelle Bemerkungen. 
Das Acetyl des Acetylgliadins wird bei der Hydrierung 
Kssigsiiure abgespalten. 65 Acetylgliadin, die 440.7 cm? 
/a CH, COOH enthielten, wurden in gewdhnlicher Weise mit 
trium in Amylalkohol hydriert und darauf mit EKiswasser 
ee ee Die wiBrige Schicht hatte ein Volumen von 
640 cm®, die iitherisch-amylalkoholische von 2525 Die 
wiBrige Fraktion enthielt 308,5 cm’ 1/nCH,COOH, die ithe- 
risch-amylalkoholische 126 cm? 1/n CH,COOH. Die Bestim- 
mung wurde im Wenzelschen Acetylbestimmungsapparat (ohne 
Hydrolyse mit starker Schwefelsiure) ausgefiihrt. Von 440,7 em® 
CH,COOH wurden also 434,5 wieder gefunden. Es 
ist méglich, daB bei der Hydrierung eine geringe Menge einer 
Uiichtigen Siure gebildet wurde, jedoch nur in ganz unter- 
geordnetem Grad. 


') Pauly, Liebig, Ann. der Chem. Bd. $22, S. 96 (1902) 
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Acetylprotein. 


Die Acetylproteine sind selbst beim Aufbewahren im Ex- 
siccator nicht sehr lange haltbar, Sie verlieren ihre Léslichkeit 
in CHC], und in Amylalkohol. 

Das zu den Versuchen verwandte Acetylgliadin wurde nach: 
der friiher angegebenen modifizierten') Methode dargestellt. .- 

Zur Neutralisation der wiBrigen Proteolésung, die man 


bei der auf die Hydrierung folgenden Spaltung mit Hiswasse: 
erhiilt, mit Salzsiinre soll bemerkt werden, man beim Gliadin 
knapp bis zum Siiuregrad ,grau Kongo“ zu neutralisieren hat. 
da man sonst zu viele Verharzungsprodukte erhilt, von dene: 
man abfiltrieren muh, 

Beim Proteol des Caseins darf sogar nur bis zu schwac 
rot Lakmus neutralisiert werden, da schon bel ganz geringe 
Uberschreitung dieses Siiuregrads sich ein sehr groBer Teil 
als Harz abscheidet. 

Bei den ersten Hydrierungsversuchen, die in der ‘Tabell: 
dieser Zs. Bd. 127, 8, 180 (1923) angeftihrt wurden, erhielte: 
wir die atherléslichen C,-Basen in einer Ausbeute von his 
16°), vom Gesamtstickstoff (allerdings nur 2mal), wihrend wi 
gegenwirtig nur 4—-5°/, erhalten. Die Ursache dafiir 
einesteils darin gesucht werden, daB die zweite Acetylierun; 
bei den friiheren Versuchen nicht so stark war (ein Kenn- 
zeichen hierfiir ist auch, da die Ausbeute an Acetylbasen 
‘Fraktion A) damals nur etwa 5°/, war, wihrend uns die jetzig 
stiirkere Acetylierung etwa 5—10°/, dieser Basen liefert), andern- 
teils hydrierten wir vorsiitzlich stark, wobei etwas mehr Ammonia! 
gebildet und das Proteol mehr reduziert wird; Fraktion b 
wird dabei gré8er und der Wasserstoffgehalt des Proteol: 
steigt, gleichermaBben auch dessen Gehalt an van Slyke- 
Stickstoff, der auf 6°/, hinauf geht. Bei kiinftigen Pripa- 
rationen wird es sicher ratsamer sein bei der Hydrierung etwas‘ 
weniger Natriumpulver zu gebrauchen. 


') Diese Zs. Bd. 184, S. 109 (1924). 
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Hydrierung des Proteols. 
Proteol, das aus verschiedenen Hydrierungen stammte, 
wurde in Essigsiureanhydrid gelést, wobei sich die Lésung 
ziemlich erwirmte. Das Priparat war nunmehr léslich in 


- OHC],. Die Acetylierung wurde jedoch mit einem Tropfen 


H,SO, bei 40° vervollstindigt. Von diesem Praparat wurden 
nmachdem es aus einer konzentrierten alkoholischen Lésung in 
trockenem Ather gefiallt worden war, wobei 57 cemn/1-N = 25 4 
die noch nicht untersucht wurden, im Ather verbleiben), 160 ccm 
n/1-N in 450 cem trockenem Amylalkohol mit 25 g grob zer- 
stiubtem Natriumpulver, das im Verlauf !/, Minute in zwei 
Portionen eingegeben wurde, hydriert. Die Reaktion wurde in 
einem groBen Kolben ohne Kiihler vorgenommen, nachdem der 
Amylalkohol vor Beginn der Natriumeinfiihrung aut 110° er- 
wirmt worden war. 

Bei der Hydrierung aut die gewohnliche Art erfolgte eine 
starke Verharzung. 

Die Fraktionierung ergab 6,5 com n/l-N in B, +B,, 
,, 11,4 in C,, 2,5 in C,, 2,0 in D,, 89,1 in D, 


davon 7,7 als Verharzungsprodukt, die abgetrennt wurden), 


5,9 com in ( 


16,4 in D,; verloren als NH, usw. 27 ccm n/I-N. 
Das Proteol wurde wie gewohnlich von Kali befreit, ge- 


ae 


‘illt, mit trockenem Ather ausgewaschen und zur Elementar- 


Ks wurde versucht, ob das Acetylproteol nach der Fallung 
in Ather durch erneute Erwirmung mit Essigsiureanhydrid 
mehr der itherléslichen Fallungsbasen geben kénnte, was 
iedoch nicht geschah. 


Hydrolyse von Proteol. 
Kin Priiparat, das 186 ccm n/1i-N enthielt, wurde mit 
cem 10°/ igem waBrigem Kali erst kiirzere Zeit im kochenden 
Wasserbad und hierauf 7 Stunden in der gewohnten Weise 
mit konzentrierter Salzsiure hydrolysiert. Nach einigen Ab- 
dampfungen mit Wasser und Alkohol wurde in absolutem 
\lkohol gelést und die Salzsiure mit einem kleinen Unter- 
schuB methylalkoholischen Kalis ausgefallt. In Wasser tiber- 
‘Oppe-Seylers Zeitschrift physiol. Chemie CXILIMI. 
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fiihrt und mit Ag,COQ, véllig von Cl befreit. Nach mehrfach 
wiederholtem Aufnehmen und Abdampfen mit absolutissimus 
Alkohol verbleiben in diesem zuletzt 57 com n/1-N = 42°) 
des Gesamtstickstoffes. Die in Alkohol unléslichen Amino- 
siuren warden in Wasser gelést = 44 ccm n/1-N, wovon 60°, 
van Slyke-Stickstoff. Der Rest des Stickstoffs = 35 ccm 
n/t N war bei der Ausfillung von HCl mit alkoholischer KOH 
wesentlich als aliphatische Aminosiuren mit dem KCl nieder- 
geschlagen worden. Die Alkohollésung wurde in Wasser iiber- 
fiibrt. Die wiBrige Lésung, die den charakteristischen Gerucl, 
des Prolins hatte, wurde +/, Stunde mit Kupferhydroxyd gekocl 

Die Mutterlauge der erhaltenen zwei Krystallisationen 
von Prolinkupfer euthielt 23°/, ihres Stickstoffs als van Slyke 
Stickstoff. Die Trennung des Prolins von den andern Amino- 
siuren war also nicht vollstindig, weshalb wir nicht mit 42, 
sondern nur mit 86°/, Prolin gerechnet haben. Wir kénneu 


0 


aber auch mit Sicherheit annehmen, daB die Fraktion der in 
Wasser gelésten Aminosiiuren noch eine bedeutende Meng 
Prolin enthielt, das nicht in Anrechnung gebracht wurde. 


Methylierung des Proteols mit Dimethylsulfat und 
Jodmethyl. 


Zur Anwendung kommt eine Proteollésung, die bei schwacli 
saurer Reaktion im Vakuum zur Trockne, einmal mit abso- 
lutem Methylalkohol abgedampft und dann in diesem Lésungs- 
mittel aufgenommen wird. Man methyliert in einer stark 
konzentrierten Lésung, da sich hierbei das Kaliumsalz de 
Methylschwefelsiiure am besten ausscheidet. Der gebildete 
Mister lést sich in Aceton und Chloroform. Zum Lésen wird 
Uhloroform angewandt. Z. 6. ein in Methylalkohol geléstes 


Priiparat enthielt 57 com n/1-N und eine 52,7 cem n/1-K,CQ, | 


entsprechende Menge Kalium (bestimmt durch Veraschung des 
Proteols und Titration der Asche); ein wesentlicher Teil des 
Kaliums ist an Essigsiiure gebunden. Es wurden nun 45 cci 


wasserireies methylalkoholisches Kali zugegeben; die gesamte 
Liésung maf naunmebr 90 ccm. Im Laufe von 5 Minuten wurden 
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13,6 g Dimethylsulfat zugetropft, wobei die Temperatur auf 
ungefahr 20° gehalten wurde. Man lieB 10 Minuten stehen 
und erwirmte hierauf 7/, Minute zum Sieden. Nachdem mit 
methylalkoholischem Kali bis nahe zum Neutralpunkt ab- 
gestumpft worden war, wurde eingedampft und in Chloroform 
gelést, das das gesamte Priparat aufnahm. Die Loésung ent- 
hielt nur eine Spur Schwefel und hatte Methoxylzahl 35,6 und 
Methylimidzahl 44,5. . [Kin fbnliches Priparat kam bei der 
Herstellung des Platinsalzes mit der Analysen-Nr. 21 (s. Tab.) 


/ 
= 


zur Verwendung]. allt man den in absoluten ungefahr 
chlorwasserstoffhaltigen Alkohol iiberfiihrten Ester mit aiko- 
holischem Platinchlorid, so erhalt man wie gewohnlich einen 
gelben Niederschlag, der jedoch aus der Platoverbindung be- 
steht. Die Analyse des Platinsalzes ergab die Zusammen- 
setzung OC, .H,,(OCH,), ,,0,N,(CH,), ,.(2 HCI, PtCl,), Die 
Chlor verschiedene Male mit genau dem- 
selben Befund wiederholt. 

Methylierte man diesen Ester, gelést in $8°/,igem Methyl- 
alkohol, im EKinschluBrohr mit der nach dem Stickstoff be- 
rechneten 4fachen Menge Jodmethyl = 20g und 12g Kalium- 
carbonat 6 Stunden bei 100°, so hatte das Praiparat nach der 
Ubernahme in Chloroform die Methoxylzahl 54 und die Methyl- 
imidzahl 50,3. Bei der 2. Methylierung (derjenigen mit CH,J) 
war die Methoxylzahl also um etwa 20 hinaufgegangen. 

Arbeitet man bei der Methylierung mit Dimethylsultat 
unter Kiskihlung bei — 5 bis 0° und sonst unter den gleichen 
Bedingungen, so gehen nur ?/, des Esters in Chloroform. Diese 
Lisung hatte Methoxylzahl 43,9 und Methylimidzahl 37. Der 
in Chloroform unlésliche Rest wurde in Alkohol gelést und 
hatte eine bedeutend geringere Methoxylzahl; iiberdies enthielt 
die alkoholische Lésung einen Teil Kaliummethylsulfat. Methy- 
lerte man den chloroformléslichen Ester nun wie oben an- 
gefiihrt mit Jodmethyl, so ergab die jetzt resultierende Chloro- 
lormlésung die Methoxylzahl 94,7 und die Methylimidzahl 42. 
Bei der 2. Methylierung (mit Jodmethyl) steigt in diesem 
Halle die Methoxylzahl um 50. Die beste 2. Methylierung 
erhalt man demzufolge, wenn das Priiparat bei der 1. Methy- 
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lierung nur teilweise methyliert wurde. Vermutlich 
hier das Dimethylsulfat nicht so leicht Nebenreaktionen aus, 
Die Versuche wurden mehrmals mit ihnlichen Resultaten 
wiederholt. 

Die Versuche kénnen die Vermutung nahe legen, dab in 
Proteol verschiedene Verbindungen vorliegen. Dagegen soll 


jedoch angefiihrt werden, da8 das Dimethylsulfat sehr ungleich- 


maBbig wirkt. Methyliert man in der Wirme, so erhalt may 
beinahe keinen Ester. Methyliert man in waBriger Liésun: 
unter wechselweisem Zusatz von Dimethylsulfat und Alkali, so 
erhilt man auch nur eine geringe Menge des chloroformléslichen 
Kisters, und selbst zwei vollig gleichartig durchgefiithrte Methy 
lierungen kénnen stark voneinander abweichende Resultate 
ergeben. 

Vollig gleichartige Resultate erhilt man bei der Methy- 
lierung mit Jodmethyl im Rohr ohne voraufgehende Behandlung 
mit Dimethylsulfat. Hierbei bekommt man immer eine Methoxy]- 
zahl, die zwischen 46 und 48 und eine Methylimidzahl, di 
zwischen 49 und 52 hegt, cin Beweis dafiir, daB nur die Halft 
des Stickstoffs stark basischen Charakter hat. Die Platinsalz: 
stellt man auf die gewéhnliche Weise in alkoholischer Liésung 
her, nachdem man das Jod mit Silbersulfat weggenommen. 
Kin solches Platinsalz ist unter der Analysen-Nr. 22 in de: 
Tabelle angefiihrt. 

Das Jod entfernt man, indem man der alkoholischen 
Lésung das gleiche Volumen Wasser zusetzt und die Lésung 
mit Silbersulfat behandelt. Nach ungefaihr 12 Stunden, wihrend 
deren man hin und wieder durchschiittelt, ist alles Jod ent- 
fernt. Man filtriert, {allt das geléste Silber mit etwas Salz- 
siiure aus und filtriert vom Chlorsilber. Durch Schiitteln mit 
einer konzentrierten wiibrigen Natriumcarbonatlésung und etwas 
Ather fiihrt man den Ester in Alkohol iiber. Nach dem Ab- 
dampfen im Vakuum list man in absolutem Alkohol und fallt 
mit Platinchlorid. 

Der in Alkohol geléste Ester gibt mit waiBrigem Gold- 
chlorid ein dliges Goldsalz, das in den Oltrépfchen krystallisier' 
heginnt. Das Goldsalz ist in warmem Wasser léslich unt 
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scheidet sich in der Kialte wieder dlig aus. In Alkohol lést 
es sich leicht. 

Kine waBrige Loésung des Goldsalzes, der etwas Alkohol 
beigefiigt ist, kann durch 6fteres Ausschiitteln mit Ather und 
kleinen Mengen Alkohol fraktioniert werden, wobei ebensoviel 
Stickstoff ausgeschiittelt werden konnte als im Wasser zuriick 
blieb. Die Methoxylzahl des Goldsalzes war urspriinglich 45,5. 
seine Methylimidzahl 52,5. Nun hatte die Atherfraktion die 
Methoxylzahl 31 und die Methylimidzahl 50, wihrend der 
wiBrigen Schicht die Methoxylzahl 20,1 und die Methylimid- 
zahl 45,4 zukam. Unter der Fraktionierung erfolgte eine 
geringere Reduktion, bei der sich metallisches Gold ausschied. 
Unter dieser Reduktion hatte besonders das Methoxyl zu leiden. 
Die Fraktionierung zeigt uns, daB sich das Goldsalz des Proteols 
in bezug auf das Methylimid nicht fraktionieren lit, was ein 
Beweis fiir die Gleichartigkeit des Proteols ist. 

Dab die Methyherung mit Jodmethyl an einer Carboxy]l- 
vruppe erfolgt, muf als ausgeschlossen betrachtet werden, da 
keinerlei Beispiele dafiir vorliegen, daB Jodmethyl mit einer 
freien Carboxylgruppe reagieren kann, sondern nur mit deren 
Silber- oder Kaliumsalz. 

Vor der Methylierung wurde das Proteol von Kalium 
vetreit. Das bei der Methylierung in alkoholischer Liésung 
4ugesetzte Kaliumcarbonat dient nur dazu einen Teil des ge- 
bildeten Jodwasserstofies aufzunehmen. Die Methylierung mit 
Jodmethyl erfolgt auch ohne Zusatz von Kaliumcarbonat. Auch 
beim Erwiirmen des freien Proteols mit Jodmethyl und Blei- 
carbonat in Alkohol erfolgt eine gute Methylierung. Das 
Kaliumearbonat bindet nur den Jodwasserstoff, der auch durch 
sekundiire Reaktion entsteht, am besten. 

Wie bei der Darstellung des Proteolesters mit Jodmethy| 


durch das Silbersalz besprochen wurde, vereinigt sich das freie 
Proteol mit Jodmethyl auch beim Stehen in der Kiilte. 
Durch Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff in eine 
Lésung des Proteols in absolutissimus Methylalkohol wird das 
Proteol nicht verestert. 
Kin auBerst geringer Gehalt an Schwefel, der sich in den 
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meisten Fraktionen und vermutlich zum gréB8ten Teil in de 
waBrigen Fraktion D, findet, wurde bei den Analysen nich 
beriicksichtigt. (Vie Carius-Bestimmung eignet sich iibrigens 
fir die S-Bestimmung nicht, da die Spaltprodukte der Protein 
mit der rauchenden Salpetersiure explosive Verbindungen 
bilden, was auch von anderer Seite bemerkt wurde.) 

Cand. polyt. Koudahl hat uns im praparativen und im 
analytischen Teil der Arbeit gut unterstiitzt, wofiir wir ihn 
hiermit unseren Dank sagen. 


Uber Enzymadsorption. II. 
yon 
Heinrich Kraut und Erwin Wenzel. 


Mit 9 Ficuren im Text. 


(VIL Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von 
R. Willstitter und Mitarbeitern.) 


Aus dem chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen,) 


‘Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1924. 


Die Isolierung von Enzymen stellt uns vor eine doppelte 
Aufgabe. Wir miissen zuerst die Enzyme aus der Verankerung 
an Protoplasmabestandteile der Organe und Sekrete, aus denen 
wir sie gewinnen wollen, freilegen und dann eine Trennung 
der Enzyme von allen bei diesem ProzeB in Lisung gegangenen 
Stoffen herbeifiihren. Als geeignetste Methode fiir diesen zweiten 
Teil der Isolierung hat sich die von R. Willstitter in der 
aweiten Abhandlung iiber Peroxydase*) eingefithrte Bindung 
der Enzyme an die Grenzfliiche einer neuen Phase, die Ad- 
sorption erwiesen, mit deren Anwendung sich die vorliegende 
Untersuchung befaBt. Beide Aufgaben greifen aber vielfach 
ineinander. Die Freilegung des Invertins z. B. geschieht in 
den meisten Fallen durch den ProzeB® der postmortalen Selbst- 
auflésung. ,,Die Aufgabe ist, sie so zu leiten, daB die gréBte 
Menge von Invertin in Lésung gebracht wird, zusammen mit 
solchen Begleitstoffen, welche die Reinigung und Isolierung des 


1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 422, 8. 47 (1920/21). 
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Knzyms am wenigsten stéren.“') Andererseits hat die Abtren- 
nung der gleichzeitig in Lésung befindlichen Stoffe schon ein- 
zusetzen, bevor es gelungen ist, die Enzyme wirklich aus jeder 
Assoziation mit Fremdkérpern loszulésen. ,,Man findet sie in 
den aus tierischen und pflanzlichen Organen oder aus: Pilzen 
gewonnenen Ausziigen mit einem groBen Vielfachen kompli- 
zierter organischer Verbindungen vergesellschaftet, nicht einfach 
im Zustand eines Gemisches, sondern durch Kriafte verbunden, 
wie sie auch in den Adsorptionsverbindungen mit unléslichen 
Adsorbentien wirken.“*) Fiir solche Assoziationen der Enzyme 
haben R. Willstaitter und F. Racke das Schema der Ko- 
adsorbentien’) aufgestellt, unter das alle diejenigen Stoffe fallen, 
welche infolge eines zwischen ihnen und dem Enzym be- 
stehenden Zusammenhangs gemeinsam mit dem Enzym in die 
Adsorbate gehen. MHiufig flieben die beiden Aufgaben der 
Enzymisolierung in eine zusammen, indem das Adsorptionsmittel 
selbst die Affinitiiten iiberwindet, welche das Enzym und seine 
Joadsorbentien zusammenhalten. Wir verdanken aber den 
Untersuchungen der nachfolgenden VIII. Abhandlung iiber In- 
vertin von R. Willstiitter und K. Schneider die wichtige 
Krkenntnis, da§ diese Affinitiiten auch einen groBen Grad von 
Festigkeit aufweisen kénnen. Es ist ihnen gelungen, Invertin- 
lésungen darzustellen, deren Adsorptionsverhalten dem einer 
einheitlichen Substanz ihnlich war, und die sich durch dic 
chemische Analyse doch nur als ein zufilliges Gemenge von 
Invertin mit accessorischen Begleitstoffen erwiesen. Wenn wir 
daher im folgenden von Enzymadsorption reden, so sind wir 
uns bewuBt, daB es sich dabei sehr hiiufig nicht um die Bin- 
dung des Enzyms allein an die Oberfliiche des Adsorbens handelt, 
sondern um die eines noch nicht zerlegten Konglomerats von 
Protoplasmabestandteilen und deren Abbauprodukten, unter 
denen eines das gesuchte und durch seine spezifische Reaktion 
nachweisbare Enzym ist. Es kommen auch Fille vor, in denen 


1) R. Willstitter u. F. Racke, Zur Kenntnis des Invertins, Liebig. 
Ann, der Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21) u. aw. S. 4. 

7") a. a. O. S. 56. 

3) a.a.O. S. 60. 
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die Loslosung des Knzyms aus einer Assoziation oder das Ein- 
gehen einer neuen wihrend des Verlaufs der Reinigungsope- 
rationen eintritt. Das bedingt natiirlich eine weitgehende 
Anderung im Adsorptionsverhalten des Knzyms, und es wird 
manchmal moéglich sein, eben aus einer sonst unerklirlichen 
Anderung einen Riickschlu8 auf eine solche Umgruppierung zu 
ziehen. So haben wir z. B. gefunden, daB das Invertinpriparat C 
der Tabelle VIIJ der VIII. Abhandlung nach der Kaolinad- 
sorption, welche bekanntlich den gréBten Teil des Hefegummis 
entfernt, schlechter an ‘l'onerde adsorbierbar war als vor dieser 
Reinigungsoperation. Es zeigte sich, da das Priparat nicht 
‘rei von tryptischer Wirkung war, und daf ein langsamer Eiweib- 
ubbau entweder die Assoziation des Invertins verindert oder 
aber eine Anzahl von Abbauprodukten geschafien hatte, welche 
durch ihre starke Adsorbierbarkeit an Tonerde die Oberfliche 
heschlagnahmten und sich nicht mehr entfernen lieBen. 

Fir die praktische Frage: wie soll man adsorbieren? spielen 
indes die erwihnten Komplikationen durch die Gegenwart, der 
Koadsorbentien erst dann eine Rolle, wenn die mit dem Enzym 
nicht zusammenhingenden Stoffe durch geeignete MaBnahmen 
bereits entfernt sind. In einer ersten Abhandlung?) hatten wir 
uns die Aufgabe gestellt, zu untersuchen, wie weit sich der 
quantitative Verlauf der Enzymadsorption aus den Gesetzen 
erkliren li&t, die man fiir die Adsorption beliebiger, aber unter- 
einander nicht zusammenhingender Stofie auistellen kann. Diese 
betrachtung ist natiirlich einseitig und dann unzulinglich, wenn 
man das Adsorptionsverhalten der Enzyme selbst daraus ab- 
leiten will; aber eine derartige Vereinfachung kann doch eine 
Reihe von Erscheinungen erkliiren, und sie wird vor allem gute 
Vienste leisten bei der Lésung der Frage, wie man am zweck- 
maiBigsten adsorbieren soll. 

Die quantitative Betrachtung der Adsorption muB den 
4usammenhang aufsuchen, der zwischen der Konzentration 
des zu adsorbierenden Stoffs im Adsorptionsmittel und der- 
jenigen in der zuriickbleibenden Lisung besteht. Erstere, die 


') Diese Zs. Bd. 133, 8. 1 (1924). 
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Konzentration des Enzyms im Adsorbat, nennen wir den Ad- 
sorptionswert (A.W.), die Konzentration des Enzyms in der 
Restlésung bezeichnen wir mit c. In unseren Figuren sind 
die Adsorptionswerte als Ordinaten, dié Konzentrationen der 
Restlésungen als Abszissen aufgetragen und zwar in Saccharase- 
Kinheiten (S. E.) proGramm Adsorbens und pro Liter Restlésung. 
Der Adsorptionswert eines einzelnen gelésten Stoffes folgt der 
Freundlichschen Adsorptionsisotherme!); er wird eindeutig durch 
die Konzentration der Restlésung bestimmt und ist unabhingig 
von der der Anfangslésung. Die Adsorptionswerte eines Ge- 
misches dagegen stellen den sehr variablen Schliissel dar, nach 
dem sich die verschiedenen Stoffe in die Oberfliiche des Ad- 
sorbens teilen, und es ist ausschlaggebend fiir diese Verteilung, 
mit welcher Stirke die einzelnen Stoffe gerade bei derjenigen 
Konzentration, die sie in der betreffenden Lésung haben, ihre 
Adsorbierbarkeit zum Ausdruck bringen. 

Der Zusammenhang mit den Adsorptionsisothermen der 
einzelnen reinen Stoffe ist darin zu suchen, daf der Anspruch, 
den die Stoffe bei der Platzverteilung des Gemisches erheben, 
demjenigen Adsorptionswert parallel gehen wird, den sie als 
alleinige Lésungskomponenten bei derselben Konzentration ihrer 
Restlésung auf ihrer Adsorptionsisotherme haben wiirden. Daher 
indert sich schon durch die Adsorption selbst der Verteilungs. 
schliissel durch die ungleichmiiBige Anderung der Konzentration 
der verschiedenen Stoffe. Substanzen, welche fiir sich allein 
einen steilen Anstieg ihrer Adsorptionsisotherme schon bei 
niedrigen Konzentrationen der Restlésung aufweisen, werden 
natiirlich in Gemischen dementsprechend selbst in kleinen 
Mengen viel Platz beanspruchen. Vermindert man die Rest- 
lésungskonzentrationen durch Wegadsorbieren oder durch Ver- 
diinnen einer gegebenen Liésung, so werden nach diesen Ope- 
rationen diejenigen Stoffe bevorzugt adsorbiert werden, deren Ad- 
sorbierbarkeit durch die Abnahme der Konzentration die geringere 


Adsorptionsformel ein Druckfehler vorgekommen; sie muB richtig heiben: 
1 


a=arc”, 


') In unserer I, Abhandlung ist auf §. 8 bei der Wiedergabe der | 
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Schwichung erfihrt. Das sind diejenigen Stoffe, deren Adsorp- 
tionsisotherme mit steilerem Anstieg das Maximum erreicht. 

Diese GesetzmiBigkeiten gestatten, aus dem Verlauf der 
Kurven, die den Zusammenhang der Enzymkonzentrationen im 
Adsorbat und in der Restlésung darstellen, auf die Art und 
Menge der Begleitstoffe einen SchluB zu ziehen, der als Weg- 
weiser fiir die Enzymreisigung durch Adsorption dienen kann.’) 
In den Untersuchungen der vorliegenden Abhandlung ist die 
Frage behandelt, welche MaBnahmen auf Grund des quanti- 
tativen. Verlaufs der Adsorptionskurven am zweckmiabBigsten 
ergriffen werden, um das Enzym von denjenigen Begleitstoffen 
zu befreien, die ohne Zusammenhang mit ihm sich in den 
Organextrakten finden. Die Operationen der Adsorptionstechnik 
selbst sind alle bekannt und verwendet, naimlich die Herstellung 
einer geeigneten Anfangslésung und der richtigen Wasserstoff- 
ionenkonzentration, die Fraktionierung durch Vorwegnahme 
eines unreineren Anteils oder durch Ubriglassen eines Restes 
und endlich der Wechsel im Adsorptionsmittel. Durch die 
quantitative Betrachtung aber sind wir imstande, genau an- 
zugeben, wann und in welchem MaBe die einzelnen dieser 
Operationen angesetzt werden sollen. Dadurch kénnen wir 
die Adsorption so vollstindig wie méglich zur Reinigung aus- 
niitzen und dazu noch erkennen, wann die Grenze der Reivigungs- 
méglichkeit erreicht ist. Wir fiihrten unsere Untersuchung 
mit Invertin aus, wobei in den meisten Fallen Tonerde C nach 
R. Willstatter und H. Kraut”) und zwar aus einer einzigen 
Darstellung das Adsorptionsmittel bildete. Eine ausfihrlichere 
Schilderung unserer Ergebnisse findet sich in der Dissertation 
des einen von uns.”) 

Wieder, wie in unserer ersten Arbeit genossen wir den 
Vorzug, die Priparate der gleichzeitigen Untersuchung von 
R. Willstatter und K. Schneider iiber Invertin beniitzen zu 
diirfen und unsere Resultate im Gang der priparativen Arbeit 


') Zur Ausfiihrung der Kurven siehe die I. Abhandlung iiber Enzym- 
adsorption S. 3, 4, 16—18. | 

*) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1117 (1928). 

Diss. E. Wenzel,.Miinchen 1924. 
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kontrollieren zu kénnen. Fir das von Herrn (Geheimrat 
R. Willstatter unserer Arbeit entgegengebrachte Wohlwollen 
erlauben wir uns unseren herzlichen Dank auszusprechen. Ferner 
ist es uns eine angenehme Pflicht, der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und ihrem JapanausschuB unseren ver- 
bindlichsten Dank fiir die Gewiihrung eines Stipendiums zu sagen, 
mit dessen Hilfe die vorliegende Arbeit ausgefiihrt werden konnte. 


I. Die Herstellung der giinstigsten Anfangskonzentration. 


Die hiufigste Anwendung der Adsorption zu Reinigungs- 
zwecken ist die Kntfernung einer gut adsorbierbaren Verun- 
reinigung aus einer weniger leicht adsorbierbaren Hauptsubstanz. 
So reinigt man z. B. Zuckerlésungen mittels Tierkohle, inden 
die Verunreinigungen, in der Hauptsache Oxydationsprodukte 
der Zucker, wesentlich leichter von der Tierkohle aufgenommen 
werden als die Zucker selbst. Natiirlich geht dabei auch ein 
kleiner Teil des Zuckers an das Adsorbens und damit verloren. 
Bei den Enzymen liegt der Fall umgekehrt. Hier werden die 
Hauptprodukte selbst an das Adsorptionsmittel gebunden, und 
es ist die Hauptaufgabe der Reinigung, sie méglichst auswihlend 
aus der Fille der mehr oder minder gut adsorbierbaren 
Begleitstoffe herauszuholen. Wiahrend bei der zuerst erwahnten 
Reinigung die Bindung aller Stoffe an das Adsorbens, also 
der Verlust an Zucker gar nicht ins Gewicht fallt, ist es bei 
den Enzymen eine besondere Schwierigkeit, da’ von den iib- 
lichen Adsorbentien die meisten Abbauprodukte des Protoplas- 
mas in hohem MaBe festgehalten werden. Ferner hingt es mit dem 
steilen Anstieg der Adsorptionsisothermen zusammen, da gerade 
die letzten Reste von Stoffen bei der Adsorption wieder und 
wieder aufgenommen werden. Natiirlich ist es am zweck- 
miBigsten, Adsorbentien aufzusuchen, die einen Teil der Be- 
gleitstoffe gar nicht aufnehmen oder die nur einen Teil de: 
Begleitstoffe, nicht aber die Enzyme adsorbieren. Solche Fille 
sind selten gefunden worden; ein Beispiel ist das Kaolin, das 
den Hefegummi, einen sonst sehr zihen Begleiter des Invertins 
fast nicht adsorbiert und daher das beste Mittel zu seiner Abtren- 
nung ist. Kine Auswahl unter den mit dem Enzym zusammen 
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adsorbierten Stoffen kann bei der Verschiedenheit ihres Ad- 
gorptionsverhaltens nicht in einer einzigen Operation zum Ziele 
fihren, sondern man mu versuchen, ihre Zahl durch den 
Wechsel der Bedingungen in aufeinander folgenden Adsorptionen 
mehr und mehr einzuengen. Die Adsorptionskurven, welche 
wir zur Auswahl dieser Ma8nahmen betrachten, sind entstanden 
durch das Zusammenwirken aller der meist sehr zahlreichen 
Stoffe, welche iiberhaupt aus der Lésung vom Adsorbens auf- 
genommen werden. Hiwfig wird aber fiir das Bild der Kurven 
der EinfluB einer bestimmten Gruppe iiberwiegend sein; diese 
abzutrennen ist dann unsere erste Aufgabe. Ist einmal ein 
solches Uberwiegen nicht vorhanden, so liBt sich doch meist 
aus den Veriinderungen, welche die Adsorptionskurve durch eine 
einmalige Adsorption und Elution erfahrt, die ZweckmiBigkeit 
neuer Variationen erkennen. 

Das Ziel jeder Reinigung durch Adsorption muB eine 
Lésung sein, welche die Adsorptionskurve des Enzyms als die 
eines reinen Stoffes ergibt. Fiir die auszuwihlenden MaBnahmen 
gilt in den meisten Fallen als Richtschnur der von R. Will- 
stitter und F. Racke in der ersten Abhandlung iiber Invertin 
ausgesprochene Satz‘): ,,Daher wird das Invertin, je weniger 
Aluminiumhydroxyd man braucht, um eine gegebene Menge 
desselben zu adsorbieren, in desto reinerem Zustande dadurch 
erhalten. Die zur Adsorption des Invertins erforderliche Menge 
von Aluminiumhydroxyd ist ein gewisses Ma seiner Selek- 
tivitat.“ In der quantitativen Betrachtung bedeutet dieser Satz, 
daB man eine gegebene Enzymlésung mit méglichst hohen Ad- 
sorptionswerten adsorbieren soll. 

Das erste Mittel zur Steigerung der Adsorptionswerte ist 
die Kinstellung der giinstigsten Anfangskonzentration. Wir 
haben in unserer ersten Abhandlung auseinandergesetzt, in 
welcher Weise sich die Adsorption eines Gemischs mit der An- 
fangskonzentration andert. Das Resultat li8t sich dahin zu- 
Sammenfassen, dab in konzentrierter Lésung die Adsorption der 
Stoffe mit langsamerem Anstieg der Adsorptionsisothermen, 


‘) a. a. Q. 8S. 86. 
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also die der schlecht adsorbierbaren geférdert wird und um- 
gekehrt. So wird fast immer bei der ersten Adsorption eines 
Autolysats aus verdiinnter Lisung das Enzym bevorzugt, weil sich 
hier neben dem Enzym die schlecht adsorbierbaren Stoffe in 
groBer Zahl vorfinden. Aber schon nach einer einzigen Ad- 
sorption aus verdiinnter Lisung ndert sich meist das Bild. 
Die schlecht adsorbierbaren Stoffe sind zuriickgeblieben und 
die Adsorptionskurve des Gemischs weist nun in der Haupt- 
sache den KiufluB der besser adsorbierbaren Stoffe mit den 
steiler ansteigenden Adsorptionsisothermen auf. Um bei der 
naichsten ReinigungsmaBnahme deren Adsorption méglichst zu- 
riickzudrangen, miissen wir daher aus konzentrierter Loésung 
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VYerdinnen der Anfangslésung verbessert die Adsorption eines durch Voradsorption 
mit Kaolin gereinigten Autolysats. 
Anfangekonzentrationen 1S, E, ip 1, 2 und 4 Liter, 
Adsorptionskurven an Tonerde C. 
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adsorbieren. In der vierten Abhandlung tiber Invertin’) ist 
' das Ad:orbieren der Autolysate aus verdiinnter Lésung in den 


| priparativen Reinigungsgang eingefiihrt worden. Als besonders 


+ gutes Beispiel bringen wir in Figur 1 nochmals die in unserer 


ersten Abhandlung Figur 4 dargestellten Kurven. Schon ihr 


i Verlauf (besonders bei Kurve 2) zeigt am Abfall der Ad- 


_ sorptionswerte in hohen Restlésungskonzentrationen den EinfluB 
' der in titberwiegender Menge vorhandenen schlecht adsorbier- 
paren Stoffe. Entsprechend groB ist die Steigerung der 
_ Adsorptionswerte und damit der Selektion durch das Ver- 
diinnen. 


Schon bei den durch eine Adsorption an Kaolin mit 
folgender Elution und Dialyse gereinigten Priparaten liegen 


meist die Adsorptionswerte bei denselben Restlésungskonzen- 


trationen héher, wenn sie aus konzentrierteren Anfangslésungen 
adsorbiert werden. Figur 2 stellt die Adsorption eines Kaolin- 
priparates vom S.W.1,8 an Tonerde C dar mit den Anfangs- 
konzentrationen 1 S.E. in 50 und in 500 ccm. Der Abfall der 
Adsorptionswerte in der verdiinnten Lésung ist sehr deutlich 
und schon aus der Form der Kurven zu erwarten. 
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Verdiinnen der Anfangslésung schidigt die Adsorption eines Kaolinpraparates. 


) R. Willstitter und W. Wassermann, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 181 (1922). 


| 
| 
‘ 


80 Heinrich Kraut und Erwin Wenzel, 


Tabelle L 
Gealtertes Hefeautolysat, gereinigt durch Adsorption an Kaolin, eiweib. 
und hefegummihaltig, 8. W. 1,82 (siehe Absch. III, C der VIII. Abh.), 
Adsorptionskurven un Tonerde C. 
Anfangskonzentrationen 18. E. in 50 und in 500 cem. 


Angewandte Mengen | Volumen] Adsorbierte A.W 
i. 0,505 0,008 25 0,417 52 8.5 
0,505 0,004 25 0,253 63 10,1 
0,505 | 0,001 25 0,087 87 16,7 
2, | 0.0505 0,0015 25 0,0817 21 0,75 
0,0505 0,00063 25 0,0176 28 1,82 
0,0505 25 0,0097 27 1,63 


Kin SchluB auf die Wirkung der Konzentrationsinderung | ' 
laBt sich aber nicht immer zwingend aus der Form der Kurven | 
ziehen. Die Uberlagerung verschiedenster Hinfliisse, z. B. auch | 
die Anderung der Assoziation der Enzyme durch Verdiinnen, | 


lassen es als notwendig erscheinen, jedesmal durch besondere | 
Versuche die giinstigste Anfangskonzentration festzustellen. | 
Dazu geniigt es natiirlich nicht, je einen beliebigen Punkt in | 


jeder gepriiften Verdiinnung zu bestimmen, da iiber deren Lage 


auf ihren Kurven nichts bekannt ist. Andererseits ist es nicht | 
notwendig, in jeder Anfangskonzentration eine ganze Kurve | 
aufzunehmen. Wenn in einer Konzentration eine vollstindige |: 
Kurve von eben beginnender bis zu fast quantitativer Adsorption | 
vorliegt, so lassen sich die nétigen Schliisse tiber die Ver- | 
‘inderungen in anderen Anfangskonzentrationen schon aus der | 


Lage einzelner Stichproben zu dieser Kurve ziehen. 


II. Der Einfiu8 der Reaktion des Mediums. 


Ks ist bekannt, da fiir jede Adsorption eine optimale | 


Reaktion des Mediums besteht. Die Bindung des Invertins an 


Kaolin wird stets in saurer Lésung vorgenommen. Fiir ver- | 
diinnte Liésungen gealterter Autolysate verwenden R. Will-| - 
stitter und W. Wassermann!) schwach saure Reaktion, fit’ | 


1) 1V. Abhandlung S. 186. 
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konzentrierte fanden es R. Willstatter und K. Schneider’) 


a | zweckmiBig, so sauer zu adsorbieren, als das Invertin eben 
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noch ertragt. Fiir die Adsorption an Tonerde empfehlen R. Will- 
stitter und F. Racke?) als bestes die schwach saure Reaktion 
der nicht neutralisierten Hefeautolysate. H. v. Euler und 
_K. Myrbick*) haben die Adsorption an Tonerde in ver- 
schiedenen mit Puffer eingestellten Aciditiiten betrachtet und 
kamen zu dem Resultat, daB ein pg von 5,5 bis 6,5 die 
Adsorption am giinstigsten beeinfluBt. Auch unsere quantita- 
tiven Untersuchungen haben ergeben, daB fiir die Adsorption 
des Invertins an T'onerde C in den meisten Fallen ein ziemlich 
‘breites Maximum in schwach saurem Gebiet existiert. Die 
Figur 3 und die Tabelle II geben unsere Resultate mit einem 
gealterten Autolysat wieder, das durch Adsorption an Kaolin 
‘gereinigt, stark eiweiB-, aber schwach hefegummihaltig war, 
‘unter Zusatz von Essigsiiure zur neutralen (dialysierten) Lé- 
‘sung. War die Adsorptionsflissigkeit, welche 1 8S. KE. in 
600 ccm enthielt, n/100 essigsauer, so konstatierten wir schon 
eine Verbesserung gegeniiber der neutralen Lésung. Geringere 
Zusitze an Essigsiiure hoben aber die Adsorptionswerte ganz 
bedeutend. Am giinstigsten erwies sich hier eine Ausgangs- 
lésung, welche n/5000 essigsauer war. 

Figur 4 und Tabelle JIT zeigen die Adsorptionswerte an 


| je derselben Menge Tonerde in verschiedenen Acidititen, und 
| 
| 
| 
7a 76 Zo 
Fig. 3. 


Schwachsaure Reaktion begtinstigt die Adsorption eines Kaolinpraparates aus 
gealtertem Hefeautolysat. 


V. Abhandlung 8. 195. 
*) I, Abhandlung S. 69. 
*) Diese Zs. Bd. 127, S. 115 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII 6 
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an ‘Tonerde C. 
Anfangskonzentration 1 8. E. in 600 cem. 


Heinrich Kraut und Erwin Wenzel. 


Tabelle II. 


Gealtertes Hefeautolysat, gereinigt durch Adsorption an Kaolin, 
eiweiBhaltig, schwach hefegummihaltig. 


n/5000 essigsaurer Lésung. 


1) aus neutraler 2) aus 


Angewandte Mengen | Volumen | Adsorbierte AW " 

0,0415 | 0,00104 25 0,0341 32,8 0,31 
0,0418 0,00052 25 0,0107 20,6 1,24 
0,0418 0,00030 25 0,0015 4,8 1,62 
0,0418 0,00104 25 0,0405 39,0 0,05 
0,0418 0,00052 25 0,0254 48,7 0,66 
0,0418 0,00030 25 0,0113 31,7 1,22 


zwar befand sich bei 
1 S.E. in 600 ccm. 


Lea | | 


Kurve 1 18.E. in 125, bei Kurve 2 


(Der EinfluB der Anfangskonzentration 
wird also durch das Ansiiuern nicht aufgehoben.) 


™ 


| 


Fig. 4. 


Adsorptionswerte an derselben Menge Tonerde in verschiedenen Acidititen. 


neutral 


Tabelle III. 


Priparat der Tabelle I. 


1. Anfangskonzentration 18. E in 125 ecm. 


Angewandt 0,0823 S. E und 0,00156 g Al,O, in 10 cem. 


Acidirat der | Adsorbierte A.W. 
Lésung S. E. 
n/100 0,0172 11,0 6,51 
n/250 0,0537 84,4 2,86 
n/500 0,0692 44,4 1,30 
n/1000 0,0719 46,0 1,08 
n/2000 0,0728 46,8 1,00 
n/4000 0,0708 45,4 1,15 
neutral 0,0438 27,7 3,90 
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2, Anfangskonzentration 1S. E. in 600 cem. 
Angewandt 0,0418 8. E. und 0,00052 g Al,O, in 25 cem. 


Aciditit der | Adsorbierte 
A. W. 

Lésung S. E. 

n/100 0,0158 80,3 0,99 
n/500 0,0204 39,3 0,86 
n/1000 0,0256 49,2 0,65 
n/2000 48,7 0,66 
n/5000 0,0254 48,7 0,66 
n/10000 0,0228 42,9 0,78 
neutral 0,0107 20,6 1,24 


Ahnliche Resultate hatten alle Bestimmungen, die mit 
Priparaten aus gealterten Autolysaten gemacht wurden. Diese 
Priparate enthalten alle noch Eiweif, aber keinen oder nur 
Spuren von Hefegummi. Man kann fiir sie allgemein, wie eg 
auch in der praparativen Arbeit ausgefiihrt wurde, einen Zusatz 
zur neutralen Lésung, der sie n/1000 essigsauer macht, als an- 
nihernd optimal ansehen. Auch von Praparaten aus jungen 
Autolysaten gilt dasselbe in reinerem Zustand; im Anfangs- 
stadium ergeben sich manchmal Ausnahmen. Ein Priaparat, 
das eiweiBfrei, aber stark hefegummihaltig war (1. Priparat 
der Tabelle [V) hatte das Maximum der Adsorption in alkalischer 


Tabelle IV. 


1. Priiparat (Beispiel des Absehnitts II, A der VIII. Abhandlung) 
enteiweibt, stark hefegummihaltig. 


Angewandt 0,050 S. E. und 0,00208 g Al,O, in 25 eem. 


Reaktion der Adsorbierte A.W. 
Lésung S. E. 

n/10 essigsauer 0,018 4) 8,7 0,95 
n/100- 0,021 2) 10,1 1,08 
n/500- 0,022 10,9 1,09 

neutral 0,028 11,2 1,03 
n/500-Na-acetat 0,026 12,6 0,89 
n/100- 0,031 15,1 0,68 
wm. 0,025 12,0 0,99 


') 16°/, zerstértes Invertin wurden vom angewandten abgezogen. 
*) 4°/, desgleichen. 
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2. Priiparat (Beispiel des Abschnitts I, C der VIII. Abhandlung) mit 
Alkohol gefillt, aber noch nicht enteiweiBt. 


Angewandt 0,125 S. E. und 0,0204 g Al,O, in 25 cem. 


Aciditaét der | Adsorbierte 
A. W. 
Lésung S. E. 
n/500 0,100 19,5 1,02 
n/1000 0,087 16,9 1,55 
neutral 0,052 10,6 2,93 


Lésung (n/100 Natriumacetat), ein anderes, welches noch nicht 


enteiweiBt war, wurde dagegen am besten aus n/500 essigsaurer | : 
Lésung aufgenommen (2. Priparat der Tabelle IV.). Allerdings | 7 


zeigte hier eine elektrometrische pa-Bestimmung, daB die n/1000 | 


essigsaure Lésung noch vdllig neutral reagierte (p, = 7,0), ver- 


ursacht wohl durch die starke Pufferwirkung der Kiweifstofie. | 


Beim Maximum von n/500 Essigsiure war dann pyg= 5,3. 
Bei der Ausfiihrung dieser Bestimmungen ergab sich eine 
technische Schwierigkeit. Die geharteten Filter (Schleicher 


und Schill 602), die wir zur vélligen Klirung der Restlésungen | 


verwandten’), adsorbierten nimlich in saurer Lésung so grofe 
Enzymmengen, daB sie die Resultate véllig verschleierten. So 
nahm ein Filter von 9 cm Durchmesser aus einer n/10 essig- 
sauren Lésung von 0,23 S.E. in 25 cem 0,10 8. EH. = 43°), 
des angewandten auf. Bei geringerer Essigsiurekonzentration 
war die Adsorption durch die Filter allerdings weseritlich 
geringer, z. B. 13°/, aus n/500 essigsaurer Lésung unter sonst 
denselben Bedingungen. Es geniigte daher zur Ausschaltung 
dieses Fehlers, daB wir uns eine kleine, zerlegbare Glasnutsche 
von nur 2 cm Filterdurchmesser konstruierten, deren Adsorption 
in Kontrollversuchen 1 bis 2, allerhéchstens 4°/, betrug. 
Man kann die Frage aufwerfen, worin die Wirkung der 
verschiedenen Zusiitze an Saure oder Alkali auf die Adsorptionen 
besteht. Sie scheint uns aber in dem unreinen Zustand, in dem 
die Enzyme vorliegen, noch gar nicht lésbar. Natiirlich be- 


sitzt das Invertin als Kolloid ein p,-Optimum seiner Fallbar- | 


') Siehe die I, Abhandlung iiber Enzymadsorption §. 17. 
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1 keit. Dieses Optimum braucht aber nicht notwendig mit dem 
© Minimum der Léslichkeit der Adsorptionsverbindung Invertin— 


{ Tonerde zusammenzufallen. Durch noch unverdffentlichte Ver- 
; suche von H. Kraut nnd F. Kichhorn wurde festgestellt, daB 


das Maximum der Adsorption von isoliertem Hefegummi an 


» Tonerde C ebenfalls im schwach sauren Gebiet liegt. Danach 
; lieBe sich vielleicht das erwaihnte alkalische Optimum der In- 
_ vertinadsorption (Tabelle IV, 1.) als Minimum der Adsorption 
des im Uberma8 vorhandenen Hefegummis erkliiren. Sicherlich 
werden durch das Ans&uern auch hiaufig die Beziehungen der 
Enzyme zu ihren Koadsorbentien stark veraindert. In Figur 5 
und Tabelle V stellt die Kurve 1 die Adsorption des Kaolin- 
priparates aus gealtertem Autolysat in n/1000 Essigsiure dar, 
welche wir in neutraler Lésung durch Figur 2 und Tabelle I 
heschrieben haben. Die Kurve 2 ist in derselben Anfangs- 
» konzentration und Aciditit aufgenommen wie Kurve 1, aber 
nachdem das Praparat einer Adsorption an Tonerde C aus n/1000 
essigsaurer Lésung unterworfen worden war. Das Bild der 
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Fig. 5. 
Die Assoziation des Invertins wird w&hrend der Adsorption an Tonerde aus 
saurer Lésung deutlich verdindert, 
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Tabelle V. 


Priparat der Tabelle I. P 
Anfangskonzentration 1 S. E. in 50 cem. 
Adsorptionskurven in n/1000 essigsaurer Lésung an ‘Tonerde C. 


1. Nach der Adsorption an Kaolin. 
2. Nach der folgenden Adsorption an Tonerde C. 


Angewandte Mengen | Volumen | Adsorbierte A.W a 
S. E. Al,9, ecm S. E. 
0,202 0,0020 10 0,153 76 4,9 
0,202 0,0010 10 0,092 92 11,0 
0,202 | 0,0004 10 0,054 133 14,8 
2] 0,205 | 0,0015 10 0,143 96 6,2 
0,205 0,0010 10 0,070 70 18,5 
14,28 § 0,027 725 0,66 24 18,7 


Adsorption ist so véllig verindert, daB der SchluB auf eine 
Verinderung des Assoziationskomplexes zwingend erscheint. 
Erschwerend fiir die Aufklirung dieser Erscheinungen tritt noch 
hinzu, daB alle Zusitze zu den Adsorptionsfliissigkeiten, also 


auch die zur Hinstellung einer bestimmten Wasserstoffionen- | 


konzentration gemachten, selbst wieder adsorbiert werden und 
dadurch das Bild verschieben. 

- Wenn sonach das Optimum der Adsorption bald von der 
Mischung des Enzyms mit chemisch nicht verwandten Begleit- 
stoffen, bald von dem Wechsel seiner Assoziationen ausschlag- 
gebend verindert wird, so erscheint es zwecklos, etwa durch 
genaue p,-Messungen der Ursache dieses Optimums als einer 
Eigenschaft der Enzyme selbst nachgehen zu wollen. Ja, es 
ist nicht einmal sicher, ob der groBen Steigerung der Adsorptions- 
werte durch Einstellen der optimalen Reaktion immer eine 
entsprechende Reinigungswirkung parallel geht. Die gegeniiber 
den alten Priparaten iiberaus hohen Adsorptionswerte von iiber 
200, welche die reinsten Priiparate der VIII. Abhandlung bei 
optimaler Reaktion aufweisen, sind keineswegs von einer ent- 
sprechenden Steigerung der Reinheitsgrade (Saccharasewerte) 
begleitet. _Trotzdem ist es sicher, daB die Zusitze von Siiure 
und Alkali bei der Adsorption uns in vielen Fallen ein brauch- 
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bares Mittel der Fraktionierung an die Hand geben. Es wird 
aber verfehit sein, den Reinigungserfolg immer nur in der 
Richtung der Adsorptionswertsteigerung zu suchen. 


III. Fraktionierte Adsorption. 


Betrachten wir die Adsorptionswerte der Kurve 2 in Figur 5; 
so finden wir, da® nach einem steilen Anstieg mit steigender 
Restlésungskonzentration bis zu einem Maximum von fast 
100 S. E. in 1 g Tonerde die Kurve wieder bis zu einem A.W. 
von nur 25 Kinheiten pro Gramm Adsorbens bei einer Restlésungs- 
konzentration von 18 8. E. pro Liter absinkt. Es nehmen also 
die ersten Anteile der zugesetzten Tonerde einen wesentlich ge- 
ringeren Betrag von Invertin auf als die spateren, dafiir aber 
um so mehr von den Begleitstoffen. In unserem Beispiel sind 
zur Adsorption von 80°/, der vorhandenen 14,2 8. E. 0,105 g 
Al,O, nétig, der vierte Teil davon adsorbiert aber nicht 20°/,, 
sondern noch nicht einmal 5°/, (0,66 8. E.). Es erweist sich 
daher als zweckmiBig, hier die oft gebrauchte Methode der 
Voradsorption anzuwenden, indem man mit einer geringen Menge 
Adsorbens viel Begleitstoffe und wenig Enzym adsorbiert, die 
verworfen werden. Und man ersieht aus dem steilen Abfall 
der Kurve 2 nach rechts ohne weiteres, daB es stets zweck- 
maBiger ist, zweimal mit einer kleinen Menge Tonerde vor- 
zuadsorbieren als einmal mit der doppelten. Wir fiihrten das 
in unserem Beispiel zweimal mit-0,027 g Al,O, aus und ver- 
loren zusammen 11°/, des vorhandenen Invertins. Den Erfolg 
der Voradsorption zeigt die nunmehr in einer Anfangskonzen- 
tration von 1 S. E. in 100 ccm aufgenommene Kurve der Figur 6 
und Tabelle VI. (Da die Voradsorptionen das Volumen ver- 
mehrten, hitten wir das Priparat eindampfen miissen, um die 
neue Kurve in derselben Anfangskonzentration der Kurve 2 
Figur 5, niimlich 1 S.E. in 50 cem aufnehmen zu kénnen. Sie 
ware dann, wie die eine in noch gréferer Verdiinnung aus- 
gefihrte Bestimmung zeigt, nur noch giinstiger ausgefallen.) 

Die Verbesserung der Adsorptionswerte ist groB und vor 
allem ist die Gestalt der Kurve der einer einheitlichen Sub- 
stanz viel mehr angenihert: rascher Anstieg schon bei nied- 
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rigen Konzentrationen der Restlésung, dem im gepriiften 
Gebiet kein Abfall mehr folgt. 


ae 


2 4 6 70 


Fig. 6. 
Durch Voradsorption wird die Adsorptionskurve des Priparates 2 der Figur 5 
bedeutend verbessert, 


Tabelle VI. 


Priiparat der Tabelle I, nach Absorption an Kaolin und Tonerde C 
2mal mit Tonerde C voradsorbiert. 
Anfangskonzentration 18. E, in 100 cem. 
Adsorptionskurve in n/1000 essigsaurer Lésung an ‘Tonerde C. 


Angewandte Mengen Volumen | Adsorbierte A.W. i 
lig sin, | E. 
“0.1028 0,00068 0,0882 132 1,9 

0,1023 0,00054 10 0,0689 128 3,8 

0,1023 0,00088 10 00493 | 130 5,3 


Dieser starke Reinigungsefiekt der Voradsorption hat vei- | 
schiedene Ursachen. Nicht nur ist ein Teil der Begleitstofie, ‘| 
welche den Adsorptionswert des Invertins herabgedriickt haben. 
vollig entfernt worden, sondern es ist auch durch die Konzen- 
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trationsverminderung dieser Begleitstoffe das Invertin selbst 
bei erneuter Adsorption in der Verteilung auf der Adsorbens- 
oberflache wesentlich bevorzugt. Noch aus einem dritten Grund 
ist aber die Voradsorption zweckmiébig. Es ist piimlich die 
Adsorption des zu reinigenden Stoffes durchaus ungeeignet zur 
Entfernung kleiner Reste von Begleitstoffen. Die Form der 
Adsorptionsisothermen lehrt, daB gerade solchen Resten noch 
ein unverhiltnismaiBig hoher Betrag an Adsorbierbarkeit zu- 
kommt. Daher ist aber zu ihrer Entfernung eben die Vor- 
adsorption, welche den zu reinigenden Stoff in der Lésung 
zuriicklaBt, besonders geeignet. Sie bietet auSerdem den groBen 
Vorteil, daB ihre Anwendung mit geringen Enzymverlusten ver- 
bunden ist, und daB die Ursache dieser Verluste einwandfrei 
feststeht. Im Gegensatz dazu sind die Ursachen der meist 
viel gréBeren Verluste der auf eine Reinigung durch Adsorption 
folgenden Hlution und Dialyse selten einwandfrei festzustellen 
(mechanischer Verlust oder Zerstérung?). Die Voradsorption ist 
daher unbedingt in allen den Fallen vorzunehmen, wo mit 
steigender Konzentration der Restlisung ein steiler Abfall der 
Adsorptionswerte eintritt. Auch ohne steilen Abfall ist sie 
namentlich in héheren Reinheitsgraden zur Entfernung kleiner 
Reste von Begleitstoffen empfehlenswert. Ginzlich vermieden 
werden mu sie nur bei den Priparaten, bei denen ein starker 
Anstieg der Adsorptionswerte gerade in den héchsten Rest- 
lésungskonzentrationen einsetzt, weil dann das reinere Enzym 
vorweg adsorbiert wiirde. Ein solches Beispiel zeigt Figur 5, 
Kurve 1. Aber die dem Reinigungsgang desselben Priparates 
entnommene Kurve 2 lehrt, daB die Gelegenheit zur Anwendung 
der Voradsorption sich noch in einem spiteren Stadium ein- 
stellen kann. Weitere Beispiele fiir die Wirkung der Vor- 
adsorption finden sich in den Kurven, welche den Reinigungs- 
gang der Praparate in der folgenden VIII. Abhandlung iiber 
Invertin, Abschnitt I D begleiten. 

Den Gegensatz zur Voradsorption bildet eime Fraktio- 
nierung, die mit einem Rest des Enzyms einen gréBeren Teil 
der Begleitstoffe in der Restlésung zuriicklaBt. Diese Fraktio- 
nierung soll bei jeder richtig geleiteten Adsorption stattfinden, 
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wobei man durch Betrachtung der Adsorptionskurve feststellt, 
bis zu welchem Grade die Adsorption des Enzyms auswihlend 
verlauft. Der Anstieg der Adsorptionskurven ist in den meisten 


Fallen nicht so steil, wie es die Adsorptionsisotherme der 4 


reinen Enzyme verlangen wiirde. Das bedeutet, daB sich zwi- 


(d. h. der quantitativen Adsorption) das Verhiltnis der adsor- 
bierten Stoffe dauernd zu Ungunsten des Enzyms verschiebt. 
Es ist daher notwendig, die Adsorption, je nach dem Maximum 
der Adsorptionswerte, bei 80—95°/, der gesamten Enzymmenge 
abzubrechen. 

Kin weiteres Moment der Enzymreinigung ist die Fraktio- 
nierung, welche sich fast immer bei der Elution beobachten 1]iBt. 
Sie ist mit der Voradsorption in eine gewisse Parallele zu 
stellen. Die Elution stért nimlich einen Teil des Adsorbens 
oder seiner Oberflache und ist in ihrer Wirkung oft einer 
Herabsetzung der Adsorbensmenge gleichzusetzen. Der noch 
wirksame Teil iibt nun in der Elutionslésung eine Art Vor- 
adsorption aus, die sowohl kleine Reste yon Begleitstoffen 
endgiiltig beseitigt, als auch einen Teil der in gréBerer Menge 
vorhandenen festhilt. Ein Zeichen dafiir ist die hiufige Er- 
fahrung, daB bei der Elution des Invertins aus Tonerdeadsor- 
baten durch Diammoniumphosphat die ersten eluierten Anteile 
anders zusammengesetzt und zwar meist reiner sind als die 
durch lange Einwirkung des Eluens entstehende Restelution. 
Das Phosphat wirkt anfangs dadurch eluierend, daB es dic 
Oberfliche des Adsorbens besetzt und die adsorbierten Stoffe ver- 
dringt. Dabei behalten diese immer noch einen kleinen Teil der 
Obertliche inne. Bei langerem Stehen tritt aber eine Verwandlung 
des Aluminiumhydroxyds in ein Aluminiumphosphat von wabhr- 
scheinlich sehr viel gréberem Bau ein, welches fast keine 
adsorbierende Wirkung mehr ausiibt. Dadurch begibt sich auch 
noch der Rest der adsorbierten Stoffe in Lésung, und die fraktio- 
nierende Wirkung der Elution wird aufgehoben. 

Im AnschluB an diese Fraktionierungen bleibt noch der 
Reinigungseffekt zu besprechen, der durch das Auswaschen der 
Adsorbate bewirkt wird. Jedes Auswaschen ist einer neuen 


schen dem Maximum der Adsorptionskurve und ihrem Ursprung | — 
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Adsorption zu vergleichen, da sich mit dem Waschwasser wieder 
ein Adsorptionsgleichgewicht einstellen mu8. Bei der Adsorption 
eines einzelnen Stoffes wiirde das Auswaschen daher ziemlich 
verlustreich sein; bei einem Gemisch aber werden von dem 
Verlust fast nur die schlecht adsorbierbaren Stoffe betroffen. 
Durch ihr Verschwinden steigert sich der Raum, der den iibrigen 
zur Verfiigung steht, so daB ihre Adsorption aus dem Wasch- 
wasser tatsichlich mit iiberschiissigem Adsorptionsmittel vor- 
genommen wird. Zur Priifung der Gleichgewichtseinstellung 
haben wir einen Versuch angesetzt: 3,1 S.E. aus einem ge- 
alterten, mit Kaolin etwas vorgereinigten Hefeautolysat wurden 
mit 15 g Tonerde aus 3 Liter Fliissigkeit adsorbiert, wobei 
0,88.E.in der Restlésung blieben (also A.W. =0,15). Wir wuschen 
einmal mit 1 Liter, dann wiederholt mit 2 Liter Wasser. Das 
erste Waschwasser enthielt noch 0,036 S. E. in 1 Liter, das zweite 
nur 0,003 S. E. in 2 Liter, vom dritten ab war kein Invertin 
mehr nachzuweisen. Als wir nun dasselbe Priparat nach Elution 
und Dialyse nochmals mit dem sehr viel héheren A. W.15 ad- 
sorbierten, blieb im Waschwasser vom zweiten bis zum zehnten 
Mal die Konzentration von 000038. E. pro Liter fast konstant. 
Wihrend also im ersten Falle durch das Waschen so viel Be- 
gleitstoffe entfernt wurden, da’ vom dritten Mal ab die Invertin- 
adsorption aus dem Waschwasser quantitativ war, lieB sich im 
nichsten Reinigungsstadium die Kinstellung eines Gleichgewichts 
deutlich konstatieren. 

Ks ist nach diesen Erfahrungen notwendig, in den ersten 
Reinigungsstadien die Adsorbate mehrfach, d. h. mindestens 
dreimal mit reichlichem Wasser auszuwaschen. Ein einmaliges 
Waschen, das sicher wenig verlustreich ist, sollte aber auch 
bei reineren Adsorbaten angewandt werden. 


IV. Der Wechsel im Adsorptionsmittel. 


Bei rationeller Anwendung der beschriebenen Adsorptions- 
methoden erhalt man schlieBlich eine Lésung, deren Adsorptions- 
kurve nicht mehr viel von der eines einzelnen Stoffes abweicht. 
Die beiden Kurven der Figur 7 und Tabelle VII, und Figur 8 
und Tabelle VIII stellen die Endprodukte der: Reinigung 
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Fig. 7. Fig 8. 
Die Endprodukte wiederholter Adsorption an dasselbe Adsorbens zeigen starke Anndherung an die Form der Adsorptionsisotherme. 
Tabelle VII. Tabelle VIII. 

Priiparat D der Tab. VIII der VIIf. Abh. vom 8. W. 6,7. Priparat C der Tab. VIII der VIII. Abh. vom S. W. 4,7. 
Anfangskonzentration 18. E. in 100 cem. Anfangskonzentrationen 18. E. in 50 und in 250 cem. 
Adsorptionskurve an Tonerde C in n/1000 essigsaurer Adsorptionskurve an Tonerde C in n/1000 essigsaurer 

Lésung. Lésung. 
Angewandte Mengen}| Volumen | Adsorb. | A.W Angewandte Mengen j| Volumen | Adsorb. iw 

0,050 0,00054 5 0,049 89,5 | 0.28 0,104 0,00050 — 5 0,°83 164 4,2 
0,050 0,00036 d 0,031 86,5 | 3.78 0,104 | 0,00040 5 0,075 186 5,9 

0,050 | 0,00027 3 ~ 0,021 75,9 | 5,90 0,104  0,00027 5 0,053 196 | 10, 
0.050 | 0,00014 5 0.017 | 81,4 | 7,66 0,104 | 600018 5 0,035 | 196 | 13,7 
0,104 | 0,00027 25 0,048 | 178 | 2,2 
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zweier Priparate der VIII. Abhandlung dar. Figur 7 stammt 
von dem Praparat D aus geziichteter Hefe vom Saccharasewert 
6,7, Figur 8 mit den héheren Adsorptionswerten gehért dem 
Praiparat C mit dem niedrigeren Saccharasewert 4,7 an. Aber 
auch diese einheitlichere Kurve halt dem zweiten. Charakte- 
ristikum der Reinheit'), namlich der Unabhangigkeit von der 
Anfansgkonzentration, nicht stand. Eine in der fiinffach ver- 
dinnten Liésung aufgenommene Bestimmung fallt deutlich aus 
der Kurve heraus. Dazu besagen die analytischen Befunde 
der folgenden Abhandlung, daB beide Priparate noch sehr 
weit von dem Ziele der Reinigung entfernt sein miissen. Das 
Erreichen einer Kurve, welche der Adsorptionsisotherme folgt 
(A.W. = konst. x cl"), ist zwar die notwendige Voraussetzung 
fiir das Erreichen des Reinigungszieles, des reinen Enzyms, 
aber noch kein hinreichender Beweis dafiir. Wie schon er- 
wihnt, kénnen auch Assoziationsprodukte der Knzyme, wenn 
sie fest genug zusammengehalten, die reine Adsorptionsisotherme 
ergeben. Aber wie weit entfernt wir auch in den Beispielen 
der Figuren 7 und 8 noch vom reinen Invertin sein mégen, 
so viel liBt sich aus ihrem Anblick sicher sagen, daB eine 
weitere Reinigung mit demselben Adsorptionsmittel (Tonerde () 
zwecklos ist. Die Fraktionierung des Enzyms durch die auf- 
einander folgenden Adsorptionen ist so weit fortgeschritten, dab 
nur noch Stoffe vorhanden sind, die entweder mit dem Invertin in 
Verbindung stehen, oder aber ein sehr ahnliches Adsorptions- 
verhalten aufweisen. Daher werden wiederholte Adsorptionen 
an Tonerde C vielleicht noch kleine, sicher aber keine grund- 
sitzlichen Anderungen der Lésungszusammensetzung mehr 
bringen. Liegt in den Praparaten eine feste Assoziations- 
verbindung vor, so mu ein neuer Aufschlu8 in die Reinigungs- 
ma8nahmen eingeschaltet werden. Handelt es sich aber um 
ein Gemenge adsorptiv Ahnlicher Stoffe, so ist zu erwarten, 
daB wir noch einen Schritt weiter durch den Wechsel im 
Adsorptionsmittel kommen werden. Die Ahnlichkeit der Stoffe 
des Gemischs gegeniiber dem einen Adsorbens bedingt naim- 


') Siehe die erste Abhandlung tiber Enzymadsorption, 8. 18f. 
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Adsorbiert 1. an Kaolin (in der Figur sind die Adsorptionswerte mit 
50 multipliziert), 


Heinrich Kraut ond Erwin Wenzel, 
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Fig. 9. 


Die Adsorptionskurven desselben Invertinpriparates an verschiedene 
Adsorbentien zeigen ganz verschiedenen Verlauf. 


Tabelle IX. 


Junges, enteiweiBtes Neutralautolysat. 


Anfangskonzentration 1S. E. in 500 ccm. 


2. an Tonerde C, 


8. an Ferrihydroxyd. 


Angewandte Mengen | Volumen | Adsorbierte AW : 
S.E. |g Adsorb.| ¢°™ S. E. 

1. 0,0476 0,202 25 0,0259 0,13 0,32 
0,0476 0,101 25 0,0214 021 0,95 
0,076 0,030 25 0,0044 0,15 1,78 

2, 0,0476 0,0040 25 0,0429 10,7 0,19 
0,0476 0,0020 25 0,0222 11,1 1,02 
0,0476 0,0010 25 0,0066 6,6 1,64 

3. 0,0476 0,0187 25 0,0397 2,9 0,32 
0,0476 0,0068 25 0,0250 8,7 0,90 
0,0476 0,0027 25 0,0149 5,5 1,31 
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lich keineswegs auch eine Ahnlichkeit im Verhalten gegen 
andere Adsorbentien. 

Von diesem Mittel ist bei der Enzymreinigung hiufig Ge- 
brauch gemacht worden. Der Wechsel zwischen Kaolin und :Ton- 
erde war bei der Invertinreinigung das beste Mittel zur Be- 
seitigung des Hefegummis’). Beide Adsorbentien fanden er- 
folgreiche Anwendung bei der Trennung der drei pankreatischen 
Enzyme Lipase, Trypsin und Amylase’). Bei der Reivigung 
der Lipase sind Rk. Willstatter und EK. Waldschmidt-Leitz 
noch einen Schritt weiter gegangen, indem sie als drittes Ad- 
sorbens Cholesterin oder Tristearin verwendeten, die, einer ganz 
anderen Kérperklasse entstammend, in ihrer Adsorptionswirkung 
einen starken Reinigungseffekt erzeugten. Aber selbst bei den 
sogenannten polaren Adsorbentien ist es nicht nur die ver- 
schiedene Aciditit oder Basizitit, welche aus der Menge ad- 
sorbierbarer Stoffe bald den einen, bald den anderen Gegenpol 
auswahlt, sondern es spiegelt sich im Adsorptionsverhalten 
die ganze wechselreiche Fiille chemischer Affinititsbetitigung 
wieder. Es ist wohl in der Hauptsache die Schwe:léslichkeit 
der chemischen Verbindung zwischen Adsorbens und Adsor- 
bendum, welches die gute Adsorbierbarkeit eines Stoffes be- 
dingt. | 

Figur 9 und Tabelle 1X stellen die Adsorption eines ent- 
eiweiBten Invertinpriparates aus einem raschen Neutralautolysat 
an die Adsorbentien Kaolin, Tonerde C und Ferrihydroxyd 
dar. Betrachtet man den ginzlich verschiedenen Verlauf dieser 
drei Kurven, so erkennt man ohne weiteres die vielfachen 
Méglichkeiten, welche wir der Fraktionierung dieses Gemischs 
mit jedem der drei Adsorbentien zugrunde legen kénnen. 
Ja, selbst zwischen so ahnlichen Stoffen, wie es wasserreichere 
und wasseriirmere Tonerdepriparate sind, bestehen nach den 
in der ersten Abhandlung iiber Enzymadsorption wieder- 


I. Abhandlung iiber Invertin S. 86. 

*) R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, II. Abhandlung 
iiber Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 125 S. 182 (1928) und R. Willstitter, 
E Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse, III. Abbandlung iiber 
Pankreasenzyme, Diese Ztschr. Bd. 126, S. 148. (1923). 
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gegebenen Kurven') tiefgreifende Unterschiede im Adsorptions- 
verhalten. Fiir das Invertin liBt sich die Reihe der Adsorp- 
tionsmittel erheblich verlingern: in Stichproben haben sich 
Ainnsiure, Wolle, Seide, sowie Zellstoff und Baumwolle als 
wirksam erwiesen. Welchen unter diesen Stoffen wir nach 
Erschépfung eines anderen Adsorptionsmittels fiir die weitere 
Reinigung auswihlen sollen, kann uns die Aufnahme von Adsorp- 
tionskurven lehren. Den besten Erfolg wird dasjenige Mittel 
bringen, dessen Adsorptionskurve sich am deutlichsten von der 
Adsorptionsisotherme unterscheidet. 


a.a. O. 12, Fig. 5. 
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Uber das Schicksal der Hefesaccharase im 
tierischen Organismus. 


Von 


Dr. 8S. Nogaki. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1924.) 


Eine Reihe von ilteren Untersuchungen hat sich damit 
befaBt, die Antigennatur von Fermenten zu erweisen. Deut- 
liche Hemmungen mit Serum vorbehandelter Tiere wurde aber 
nur von Schiitze’) gegen ein pflanzliches Steapsinpriparat 
beobachtet, ein Befund, der auch von Bertarelli*) bestitigt 
wurde. Gegen tierische Lipasen gelang aber eine Immunisierung 
nicht. Die anderen diesbeziiglich untersuchten Fermente, wie 
Proteasen [Sachs*), Achalme‘), Jochmann'), Bergmann] 
und Antilab [Morgenroth’)] u. a. m. bewirkten nur eine Steige- 
rung der hemmenden Wirkung der Normalsera. Alle alteren 
Untersuchungen sind mit stark verunreinigten eiweiBhaltigen 
Priparaten angestellt, so daB sie fiir den Nachweis der Antigen- 
natur der Fermente nicht sehr beweiskriftig sind. Ein Teil 
der beobachteten Hemmungen scheint darauf zu beruhen, daB 


1) Schiitze, D. med. Wochenschr. 1904, S. 308. 

*) Bertarelli, C. f. Bakt. Bd. 40, S. 231 (1905). 

5) Sachs, Fortschr. d. Med. Bd. XX, S. 425 (1902). 
*) Achalme, Ann. Pasteur Bd. XV, S. 737 (1901). 
5) Jochmann, Virch. Arch. Bd. 194, S, 342 (1907). 
*) Bergmann, Med. Klinik 1909. 

") Morgenroth, C. f. Bakt. Bd. 27, S. 721 (1900). 
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die Pricipitine, welche sich gegen die mitinjizierten Hiweib- 
kérper bilden, Ferment mitreiBen und dadurch die spezifische 
Hemmung der Fermentwirkung vortiiuschen. 

In neuerer Zeit hat Knaffl-Lenz}) mit einer sehr reinen 
fast eiweiBfreien, hochaktiven Hefesaccharase aus dem v. Euler- 
schen Institute an Kaninchen Versuche angestellt, ein Anti- 
ferment zu erhalten. Es gelang ihm in einigen Fallen eine 
hemmende Wirkung des Serums vorbehandelter Tiere nach- 
zuweisen, die aber nie starker war, als sie auch bei normalen 
Kaninchen ab und zu gefunden wurde. Ein SchluB auf die 
Antigennatur der Hefesaccharase 148t sich daher auch aus 
diesen unter optimalen Reaktionsbedingungen des Mediums 
ausgefiihrten Untersuchungen ebensowenig wie aus den ilteren 
von Schiitze und Bergell?) ziehen. 

Kine Ursache der geringen Erfolge der Immunisierung § 
durch Fermente kénnte in ihrer leichten Zerstérbarkeit im — 
Organismus zu suchen sein. In der Literatur finden sich itiber § 
das Schicksal von in die Blutbahn eingefiihrten Fermenten 
keine Hinweise. In der vorliegenden Arbeit seien daher Ver- 
suche, die auf Veranlassung von Herrn Prof. Knaffl-Lenz 
angestellt wurden, tiber die Verweildauer und Ausscheidung 
eines hochaktiven, fast eiweiBfreien Saccharasepraparates, welches 
Prof. vy. Euler in liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt 
hat, wiedergegeben. - 

Wahrend nach den Untersuchungen von y. Dungern®) 
Hamburger‘) und Ascoli’) artfremde EiweiBkérper erst im 
Verlaufe von 5—6 Tagen d.i. zur Zeit des ersten Auftretens 
der Pricipitine, aus dem Blute verschwinden, war die Saccharase 
auch bei gréBeren Mengen bereits nach 24 Stunden im Blute 
nicht mehr nachweisbar. Aus den beigegebenen Tabellen und 
aus der Kurve ist ersichtlich, daB der Konzentrationsabfall der 
Saccharase im Blute anfangs ein sehr steiler ist und da8 nach 


1) Knaffl-Lenz, Diese Zs. Bd. 120, S. 110 (1922). 
*) Schiitze u. Bergell, Zs. klin. Med. Bd. 61, S. 366 (1907). 
8) vy. Dungern, D. Antik G. Fischer, Jena 1903. 

‘) Hamburger, Arteigenh. und Assimilation, Wien 1903. 

5) Ascoli, Miinch. med. Wochenschr. Bd. 50, Nr. 5 (1903). 
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2 Stunden die Konzentration nur mehr die Halfte betragt und 
nach 5 Stunden auf ein Drittel der Anfangskonzentration sinkt. 
Der weitere Abfall ist langsam und stetig, bis nach 24 Stunden 
keine Saccharase im Blute mehr nachweisbar ist. Dieser 


6 
\ 
100 < it 
TI 


200 400 600 800 7200 00 600 1600 


Versuche an Kaninchen. Auf der Ordinate sind die im Blute zur gegebenen Zeit 
enthaltenen Saccharasemengen, auf der Abscisse ist die Zeit in Minuten aufgetragen. 


Konzentrationsabfall kommt aber nicht durch Ausscheidung 
der Saccharase durch die Nieren zustande, da in keinem Ver- 
suche zu den verschiedenen Zeiten Saccharase im Harn nach- 
gewiesen werden konnte. 

Nach den Untersuchungen und Berechnungen von Frey’) 
ware bei einer bloBen Diffusion zu erwarten, daB das Kon- 
zentrationsgleichgewicht von intravenés beigebrachten Substanzen 
zwischen Blut und Kérperfliissigkeit bei einem Kaninchen von 
2000 g erreicht ist, wenn nur mehr 10°/, der injizierten Menge 
sich im Blute vorfindet. Ganz aihnlich wie anorganische Salze 
verhalten sich diesbeziiglich nach Gottlieb*) Digitaliskérper, 


‘ welche in die Blutbahn injiziert wurden. Der gréBte Teil der 


Glykoside verschwindet bereits nach 10—15 Minuten aus dem 
Blute, waihrend der Giftrest, welcher ungefahr 5—10°/, der 
injizierten Menge betragt, noch wahrend 60 Minuten im Blute 
nachweisbar ist. Vergleicht man damit das Verhalten der 
Saccharase, so sieht man, dafB das von Frey berechnete 
Diffusionsgleichgewicht erst nach 17—18 Stunden erreicht wird. 


) E. Frey, Pfliigers Arch. Bd. 177, S. 157 (1919). 
*) Gottlieb, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 82, S. 1 (1918). 
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Es handelt sich daher bei der Saccharase kaum um eine Diffusion 
in die Gewebsfliissigkeit analog den Salzen und Digitaliskérpern, 
sondern wahrscheinlich um eine Adsorption an die Zellen mit 
nachfolgender allméhlicher Zerstérung. 

Wenn auch die Verweildauer der Saccharase im Kérper 
viel kiirzer ist, als die von artfremden Kiweibkérpern, so miiBte 
sie doch nach wiederholter Injektion geniigen, um einen Reiz 
-gur Antikérperbildung auszulésen. Da dies nicht der Fall ist, 
mu8 man schlieBen, daB der Hefesaccharase keine Antigen- 
natur zukommt. 


Experimenteller Teil. 


Fiir die Versuche wurden sowohl Mause als auch Kaninchen 
verwendet. 

Hiner Anzahl von gleich schweren Mausen (20 g) wurde in 
die Schwanzvene die gleiche Menge einer Saccharaseliésung 
injiziert. Eine Maus wurde sofort nach der Injektion getétet, 
die anderen nach bestimmten Zeiten. Das Blut wurde nach 
Eréfinung des Thorax aus dem Herzen mit Hilfe von Glas- 
capillaren entnommen, in denen es der Gerinnung iiberlassen 
wurde. Bei Kaninchen erfolgte die Injektion und Blutentnahme 
von der Ohrvene aus. 

Vom klar zentrifugierten Serum wurden mit einer Capillar- 
pipette 5 Tropfen zu 5 ccm einer 10°/,igen Rohrzuckerlésung 
zugesetzt, die durch Auflésen von 1°/, saurem Kaliphosphat 
auf p,, 4,94 (elektrometrisch bestimmt) gebracht war, und bei 
18° stehen gelassen. Nach einer bestimmten Zeit wurde 
behufs Abbruch der Inversion und Einstellung der Enddrehung 
der Lésung die gleiche Menge eine 3°/,igen Natriumcarbonat- 
lésung zugesetzt und die Drehung im Polarisationsapparat 
bestimmt. Die Konstanten wurden in der iblichen Weise 


R+L 
a berechnet. Zur Bereitung 


der Saccharaselésungen diente ein Trockenpraparat von Hefe- 
saccharase aus dem biochemischen Institut der Universitit 
Stockholm von Stirke J = 24,6°.1) Die in der Tabelle unter ¢ 


nach der Formel k = = log 


1) Siehe v. Euler, Chemie der Enzyme, Bd. II, S. 202 (1922). 
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wiedergegebenen Zahlen bedeuten die Zeit in Minuten aus- 
gedriickt, die zwischen der Injektion der Saccharaselésung und 
der Blutentnahme verstrichen war. Die theoretischen End- 
werte wurden nach der Formel L°= R°(0,440—0,005 7%) be- 
rechnet. 

Versuche an Miusen. 


t Inversionsdauer Drehung k + 10° 
2 110 +0,80° 167 
240 243 +1,17 32 
398 233 +1,37 21 
—0,53 


Anfangswert (Zuckerlésung + Normalserum) « = + 1,50°. 


Versuche an Kaninchen. 
0,14 g Saccharase injiziert. 


iy 


t Inversionsdauer Drehung 108 
2 60 +0,66° 359 
120 90 +0,81 180 
240 120 +0,92 106 
390 120 +1,04 
510 150 +1,08 67 
1390 150 +1,42 

Anfangswert a = + 1,40°. 
If. 
0,2 g Saccharase injiziert. 

t Inversionsdauer Drehung k +108 
2 60 + 0,62° 411 
120 90 +0,84 190 
240 120 +0,91 124 
420 90 +1,16 97 
550 180 +0,94 78 
720 180 57 
1490 180 +1,45 6 
1660 180 + 1,50 
0 — 0,53 ~ 


Anfangswert « = + 1,50°. 
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0,4 g Saccharase injiziert. 
t Inversionsdauer Drehung k- 10° 

60 +0, 26° 698 
150 90 +0,61 335 
285 120. +0,48 251 
430 120 234 
595 150 +0,69 181 
700 150 +0,78 147 
1420 238 +1,42 26 
1570 250 +1,55 “ne 


Anfangswert a = + 1,59°. 


Gleichzeitig mit der Blutentnahme wurde den Kaninchen 
Harn abgepreBt und je 2 ccm desselben mit 5 ccm Zucker- 
lésung vermischt. Durch Zusatz von saurem Kaliumphosphat 
wurde die Mischung auf p,, 5,11 gebracht und mehrere Stunden 
stehen gelassen. 

Die Anfangsdrehung der Rohrzuckerlésung dnderte sich 
in keinem einzigen Falle, so da8 eine Ausscheidung der Saccharase 
durch die Nieren nicht in Frage kommt. 


SchluBfolgerungen. 


1. Intravenés beigebrachte Hefesaccharase verschwindet 
erst nach 24 Stunden aus dem Blute. | 

2. Die Konzentrationsabnahme erfolgt zuerst rasch und 
dann allmihlich. 

3. Ausscheidung durch die Nieren findet nicht statt, 

4. Die Art der Konzentrationsabnahme laBt darauf schlieBen, 
daB es sich nicht um Diffusion, sondern um Adsorption an die 
K6rperzellen mit allmihlicher Zerstérung handelt. 

5. Der mangelnde Antigencharakter der Saccharase labt 
sich nicht durch zu rasche Ausscheidung oder Zerstérung im 
Organismus erkliren. 
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Uber das Pyocyanin, den blauen Farbstoff des Bazillus 
Pyocyaneus. II. 


Von 


Fritz Wrede und Erich Strack. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1924.) 


Auf Grund der Untersuchungen, die wir vor kurzem ver- 
éffentlichten), konnten wir fiir das Pyocyanin die Summen- 
formel C,,H,,N,O, festlegen. In der ersten Mitteilung wurden 
eine Anzahl gut krystallisierter Salze beschrieben; weiter wurde 
die Feststellung gemacht, daB das Pyocyanin beim Behandeln 
mit verdiinntem Alkali oder auch beim trocknen Erhitzen 
einen krystallisierten gelben Stoff von der halben Summen- 
formel — also C,,H,,N,O — entstehen laBt. Dieser gelbe 
Kérper wurde Hemipyocyanin genannt. Wéahrend das Pyo- 
cyanin ausgesprochen basische Higenschaften aufweist, verhalt 
sich dieses wie eine schwache Siure etwa von der Starke eines 
Phenols. Einige Monoacylderivate des Hemipyocyanins wurden 
beschrieben. 

Unterdes ist es uns gelungen, die Schwierigkeiten zu 
tiberwinden, die anfangs die Analyse der reinen Base Pyo- 
cyanin machten. Das Pyocyanin wurde durch Umkrystalli- 
sieren aus warmem Wasser in gro8en tiefblauen Krystallen 
erhalten, die lufttrocken 10 Molekiile Krystallwasser aufwiesen; 
diese verloren sie im Vakuum bei 50° iiber Phosphorpentoxyd. 
Fiir die Analyse ist es nicht angingig, die Substanz bei ge- 


) Diese Zs. Bd. 140, S. 1 (1924). 
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wohnlicher Temperatur im Exsiccator tiber Calciumchlorid zy 
trocknen, da sie das Krystallwasser dabei nur partiell abgibt; 
Erhitzen iiber 50° mu8 aber vermieden werden, da sich sonst 
die Substanz zersetzt. — Mit dem wasserfreien Kérper wurden 
Analysen ausgefiihrt, die die obige Formel bestiitigten. 

Die Methode zur Gewinnung des Farbstoffes durch Ziich- 
tung der Bazillen in Placentabouillon von einer gewissen 
H-Ionenkonzentration konnte unterdeB auch wesentlich ver- 
bessert werden. Die schénsten Resultate hatten wir bei Ver- 
wendung von der von Merck dargestellten Ragitbouillon’), als 
wir ihr eine Alkalitét von p, = 7,8 gaben. Aus je 10 Liter 
der Bouillon wurden bis zu 0,3 g des reinen Farbstoffes ge- 
wonnen, so daB zu der vorliegenden Untersuchung immerhin 
1 g desselben zur Verfiigung stand. 

Da das Pyocyanin — im Gegensatz zu seinem Spalt- 
produkt Hemipyocyanin — ausschlieBlich die Funktion einer 
Base zeigt, darf angenommen werden, daB seine zwei Sauer- 
stoffatome nicht in Form einer Carboxylgruppe oder in Form 
von phenolischen Hydroxylgruppen gebunden sind. Bei der 
Kinwirkung von Semicarbazid auf Pyocyanin konnte nach 
mehreren Tagen als Zeichen einer erfolgten Reaktion Farb- 
inderung und Abscheidung von schwer léslichen Produkten 
beobachtet werden. Bei Verwendung von Thiosemicarbazid 
wurde das Reaktionsprodukt sogar krystallisiert erhalten. Durch 
diese Reaktionen ist die Anwesenheit von einer — oder eventuell 
auch von zwei— Ketongruppen wahrscheinlich gemacht. Offenbar 
erleiden diese Gruppen bei der Spaltung des Pyocyanins eine 
Verinderung derart, da8 durch Wanderung eines Wasserstofi- 
atoms ein phenolisches Hydroxyl im Hemipyocyanin entsteht 
(Tautomerie). 

AuBerdem konnte gezeigt werden, daB das Pyocyanin- 
molekiil keine primaire, dagegen zwei sekundire und zwei 


1} Die Ragitbouillon wird von der Firma Merck nicht mehr in den 
Handel gebracht. Auf unsre Bitte hin stellte die Firma freundlicher- 
weise nochmal 2kg der Trockenbouillon her, welche Menge sie uns 
geschenkweise zur Verfiigung stellte. Wir médchten auch an dieser 
Stelle nicht verfehlen, unseren Dank auszusprechen. 
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tertiire Aminogruppen enthalten diirfte. Wird nimlich Pyo- 
cyanin in verdiinnter Essigsiure gelést und mit einer Lésung 
von Natriumnitrit versetzt, so krystallisiert nach wenigen 
Sekunden eine braungefirbte Verbindung aus, deren Analyse 
die Formel C,,H,,N,O, sicher stellt. Es sind also zwei NO- 
Gruppen an Stelle von zwei Wasserstoffatomen getreten. Dabei 
ist der stark basische Charakter des Pyocyanins verloren ge- 
gangen. Die Verbindung — wohl zweifellos ein Di-Nitrosamin — 
lést sich tibrigens noch in etwa 5°/,iger Mineralsiure unter 
Salzbildung; sie wird aus dieser Lésung durch Alkalien krystalli- 
siert und unverindert abgeschieden. — Die Lisung in Salz- 
siure gibt mit Goldchlorid ein hiibsch krystallisiertes Chloro- 
aurat von der Zusammensetzung C,,H,,N,O,.HAuCl,, das somit 
im Gegenatz zum Pyocyanin nur 1 Molekiil Saure gebunden hat. 

Von besonderem Interesse war es nun weiterhin zu unter- 
suchen, wie die Spaltung des Pyocyanins zum Hemipyocyanin hin- 
sichtlich der Quantitat vor sich geht. Das Hemipyocyanin entsteht 
bei mehrstiindiger Kinwirkung von kalter 1°/,iger Natronlauge 
auf die Pyocyaninlésung. Da es sich wohl um einen hydro- 
lytischen Vorgang handeln muBte, schien anfangs ein Zerfall 
des Pyocyaninmolekiils in 2 Molekiile Hemipyocyanin unmiég- 
lich zu sein, da bei diesem Zerfall gemiS8 der Formulierung: 
C,,H,,N,O, 2C,,H,,N,O ja keine Wasseraufnahme erfolgt. 
Wir vermuteten neben dem Hemipyocyanin noch einen oder 
auch mehrere Spaltkérper, die zu fassen wir uns langere Zeit 
vergeblich bemiiht haben. Eine annahernde quantitative Iso- 
herung des Hemipyocyanins — entweder als solches oder als 
Acylderivat — war auf Grund von Vorversuchen aussichtslos. 
Wenn es gelungen wire, mehr als 50°/, Hemipyocyanin aus 
Pyocyanin zu gewinnen, ware der Zerfallmodus klargestellt ge- 
wesen, — Zuletzt gliickte es dann doch, den gewiinschten 
Nachweis zu erbringen. Es wurde schon friiher erwahnt, 
das Hemipyocyanin eine schwache Siure ist. Salze mit Séuren 
(Pikrinsiure, Goldchlorwasserstoffsiiure usw.) bildeten sich ohne 
weiteres nicht, obwohl noch 2 Stickstoffatome im Molekiil vor- 
handen waren. Es wurde nun aber beobachtet, daB das Hemi- 
pyocyanin gut krystallisierte, fast unldésliche Salze mit Gold- 
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und Platinchlorid gibt, wenn die Reaktion in 10—15°/,iger 
Salzsiure vorgenommen wird. Vorversuche mit reinem Hemi- 
pyocyanin ergaben, daB sich das Golddoppelsalz zu 80—85°/, 
der Theorie in analysenreiner Form abscheiden lieb. — Die 
Methode wurde auf das mit Alkali gespaltene Pyocyanin iiber- 
tragen, wobei ebenfalls durchschnittlich 80°/, der Theorie an 
reinem Hemipyocyanin-chloroaurat erhalten wurde. Damit ist 
der sichere Beweis erbracht, daB das Pyocyanin in 2 Molekiile 
Hemipyocyanin gespalten wird, ohne daB Wasseraufnahme 
erfolgt. Das Pyocyaninmolekiil ist wahrscheinlich symmetrisch 
gebaut, etwa wie der Indigo es ist. Kine Vorstellung von der 
Art der Spaltung wiirde folgendes Schema geben, in dem 
siureamidartige Bindungen im Pyocyaninmolekiil angenommen 
werden: 


CO—NH CO 
NH—CO NH 
Pyocyanin Hemipyocyanin 


Das Hemipyocyanin lagert sich dann wahrscheinlich in 
C(OH) 
die tautomere Form C,,H,,N | | um, wie nachher gezeigt 
N 
werden wird. 

Wir erwiihnten friiher, da8 das Hemipyocyanin, das an sich 
gelb ist, mit starken Mineralséiuren als auch mit kaustischen 
Alkalien intensiv rot gefirbte Lésungen gibt, und zwar ver- 
muteten wir anfangs, da8 eine Aufsprengung der NH-—CO- 
Bindung im Hemipyocyanin durch die Reagenzien bewirkt 
wiirde. Die Analysen des in stark salzsaurer Lisung _her- 
gestellten Chloroaurats und Chloroplatinats ergaben jedoch, 
daB eine derartige Aufspaltung unter Wasseraufnahme nicht 
erfolgt war. Immerhin war eine solche Ringdffnung beim 
Kinwirken von Alkali wahrscheinlicher als bei dem von Siuren. 
Vermutlich wire dann ein Alkaliatom in die neu entstandene 
Carboxylgruppe eingetreten. DaB diese Ansicht nicht stimmte, 
konnte folgendermafen bewiesen werden: 

Verdiinnte Natronlauge gibt beim Schiitteln mit iiber- 
schiissigem Hemipyocyanin eine rote Liésung, in der das 
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Natriumsalz angenommen werden muf. Durch Zusatz von 
Silbernitrat bildet sich eine tiefblaue, amorphe, gianzlich un- 
lisliche Fiallung. Das Silbersalz, dessen Analyse ungefahr 
auf die Formel C,,H,,N,OAg stimmt, gibt, in waBriger Sus- 
pension mit Alkyljodid geschiittelt, eine gelbgefirbte Verbin- 
dung, die nicht mehr den sauren Charakter des Hemipyo- 
cyanins zeigt; denn mit Alkali geht sie weder in Lésung, noch 
verfirbt sie sich. Dagegen lést sie sich noch in Mineralsiuren 
mit roter Farbe genau wie das Hemipyocyanin. Da in diesen 
Verbindungen Ather und keine Ester vorliegen, geht aus 
folgenden Beobachtungen hervor. Die schén krystallisierten 
Stoffe sind weder durch Natronlauge, noch durch Salzsiure, 
auch nicht in der Hitze verseifbar. Dagegen gelingt die Ab- 
spaltung von Alkyljodid durch Kochen mit Jodwasserstofisiure 
nach Zeisel. — DaB im Hemipyocyanin eine Carboxylgruppe 
nicht vorliegt, geht auch daraus hervor, daB beim Behandeln 
der alkoholischen Lisung mit Salzsiiuregas keine Veriinderung 
erfolgt. 

Somit ist eine Hydroxylgruppe im Hemipyocyaninmolekiil 
sicher gestellt; sie diirfte durch Wanderung eines Wasserstoff- 
atoms vom Stickstoff zu einer Carbonylgruppe hin entstanden 
sein (s. 0.). Diese Ansicht gewinnt durch folgende Beobach- 
tung sehr an Wahrscheinlichkeit. Wie weiter unten gezeigt 
wird, diirfte das Hemipyocyanin wegen seiner Reaktion mit 
salpetriger Siure eine NH-Gruppe enthalten. Diese NH-Gruppe 


ist in dem Methylather nicht mehr nachzuweisen, denn -er 


wird durch salpetrige Siiure nicht verindert. Durch die sehr 
milde Reaktion bei der Atherbildung kann wohl kaum eine 
derartige Verinderung — Entstehen eines tertiiren Amins 
aus einem sekundiren — bewirkt sein. — DaB nicht etwa eine 
Methylgruppe (aus dem Jodmethyl) in die NH-Gruppe substi- 
tuierend eingetreten ist, folgt aus der leichten Abspaltbarkeit 
der Methylgruppe nach Zeisel. Es kann wobl nur ein Fort- 
wandern des Wasserstoffatoms vom Stickstoff zum Sauerstoff 
hin angenommen werden. 

Sowohl der Methyl- als der Athylither konnten krystal- 
lisiert gewonnen werden und — ebenso wie das Hemipyo- 
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cyanin selbst — durch Sublimation im Vakuum gereinigt 
werden. AufSerdem wurden zur Analyse die gut krystallisierten 
Chloroaurate dargestellt. 

Versuche, eine Ketongruppe im Hemipyocyanin nach- 
zuweisen, schlugen bisher fehl. Bei der Einwirkung von 
Phenylhydrazin entstanden dunkle, harzartige Produkte. Auch 
mit Semicarbazid wurden selbst bei wochenlangem Einwirken 
in alkoholischer oder in essigsaurer Lésung keine krystalli- 
sierten Kérper gewonnen. — Thiosemicarbazid wirkte in ver- 
diinnter, alkoholischer Lésung nicht auf das Hemipyocyanin 
ein; denn es konnte nach langerem Stehen aus dem durch 
Abdampfen gewonnenen Riickstand das unveriinderte Hemi- 
pyocyanin in einheitlichen Krystallen, mit ihrem typischen 
Schmelzpunkt, mittels Benzol extrahiert werden, wihrend fast 
reines Thiosemicarbazid zuriickblieb. 

Uber die Natur der beiden Stickstoffatome im Hemipyo- 
cyanin ist folgendes zu sagen: Die Anwesenheit einer primiren 
Aminogruppe konnte durch keine der iiblichen qualitativen 
Reaktionen nachgewiesen werden. Wird Hemipyocyanin in 
etwa 5°/,iger salzsaurer Liésung mit Natriumnitrit versetzt, so 
erfolgt fast augenblicklich Abscheidung eines gelben Kérpers, 
der — offenbar wegen Veranderung einer NH-Gruppe — in 
Mineralsiuren ganz unléslich ist. Auf Grund der Analyse hat 
er die Formel C,,H,,N,O,, es ist also eine NO-Gruppe an 
die Stelle eines Wasserstoffatoms getreten. Hécht wahrschein- 
lich ist aus einer sekundiren Aminogruppe eine Nitrosamin- 
gruppe geworden: 

R-NH + HNO, = R-N-NO+H,0. 

Da nun keine primére Aminogruppe im Hemipyocyanin 
vorliegen kann, diirfte neben der soeben nachgewiesenen sekun- 
diren noch eine tertidre Aminogruppe vorhanden sein. 
solche pflegt ja mit salpetriger Sdure nicht zu reagieren. 

Da das Hemipyocyanin im Vakuum unzersetzt subli- 
mierbar ist, war Aussicht vorhanden, daB es bei einer Zink- 
staubdestillation nicht tiefgreifend veriindert wiirde. Tatsichlich 
wurde bei einer solchen, allerdings unter Anwendung von ver- 
mindertem Druck, ein neuer krystallisierter Kérper gewonnen 
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und zwar in ganz leidlicher Ausbeute. Dieser Kérper entstand 
ganz offenbar als einziges Reaktionsprodukt. Er war nur 
schwach gelb gefairbt, zeigte keine sauren Kigenschaften mehr, 
léste sich jedoch in Mineralsiuren mit gelber Farbe und gab 
ein fast unlésliches Chloroaurat. Der Schmelzpunkt der reinen 
Verbindung lag bei 170°, die Analysen, die mit dem Chloro- 
aurat ausgefiihrt wurden, stimmten fiir die Formel C,,H,N,. 
Dieser Kérper konnte identifiziert werden mit Phenazin 


Saas 


| | 


Ebenso wie dieses reagiert er nicht mit salpetriger Saure, 
gibt eine typische Farbreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siure, eine weitere mit Zinnchloriir und bildet ein hiibsch 
krystallisiertes Salz mit Silbernitrat. Eine Mischung von der aus 
Hemipyocyanin gewonnenen Substanz und von synthetisch dar- 
gestelltem Phenazin zeigt keine Schmelzpunktsdepression. Beide 
Koérper geben Chloroaurate von ganz gleichen Kigenschaften. 

Durch Destillation mit Zinkstaub im Vakuum gibt das 


__ Hemipyocyanin also ein C- und ein O-Atom, sowie vier H-Atome 


ab. Weitere Theorien iiber den Mechanismus der Reaktion auf- 


4 zustellen, erscheint uns verfriiht. Immerhin ist es uns wahr- 
~ scheinlich, daB das Phenazinskelett im Hemipyocyanin schon vor- 


gebildet vorliegt, daB seine Entstehung also nicht etwa einer 


: _ wilden pyrogenen Reaktion zuzuschreiben ist. Wir méchten fir 
4 das Hemipyocyanin etwa folgende Konstitutionsformel zur Dis- 
kussion stellen: 


NH N CH, 
NH—C HN-OH)C 


| NH CH, 


CH, 


N=—(C(OH) 
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Um genaueren Einblick in die Natur des Molekils zu 
gewinnen, muB der oxydative Abbau versucht werden. Da 
wir zu diesem Zwecke erst weitere Mengen Pyocyanin dar- 
stellen miissen, wollten wir mit der Veréffentlichung der vor- 
liegenden Resultate nicht zégern. 


Methodischer Teil. 


Krystallisiertes Pyocyanin. 


Die Kulturen werden, wie friiher beschrieben, mit Chloro- 
form ausgeschiittelt, die Chloroformlésung wird, zuletzt im 
Vakuum, zur Trockne gedampft. Der Riickstand wird mit 
wenig Wasser von 70° aufgenommen, die Lésung wird durch 
Kieselgur filtriert. Beim Abkihlen in Eiswasser krystallisiert 
der Farbstoff in feinen Nadeln, die mitunter 1 cm lang sind. 
Nach dem vdélligen Trocknen an der Luft werden sie im 
Vakuum tiber P,O, bei 50° entwissert. 


22,05 mg Substanz gaben einen Verlust von 6,44 mg. 
65,565 mg is », 19,455 mg. 
C.,H,.N,O, + 10H,O (604,2) Ber. H,O 29,79°/, 

Gef. ,, 29,21 29,67°/, 


5,560 mg getrocknete Substanz gaben 14,95 mg CO, und 2,70 mg H,0. | 


4,048 mg »  0,451cemN (760mm, 16°). 
CogHy,N,O, (424,2) Ber. C 73,55 H 5,70 N 18,21°, 
Gef. ,, 73,33 ,, 5,43 ,, 18,16 


Die EKigenschaften des Farbstoffs wurden schon in der 4 
ersten Mitteilung beschrieben. Es sei hier noch einmal auf 3 
die leichte Spaltbarkeit durch verdiinnte Alkalien hingewiesen. a | 
Merkwiirdig ist, daB Mineralsiuren von etwa 2—5°/, selbst 
bei tagelangem Stehen mit dem Farbstoff denselben nicht ver- 
andern. — Auch mége erwahnt werden, da8 beim Erhitzen 
mit Jodwasserstofisiure nach Zeisel kein Jodmethyl entsteht, 
daB also keine Methoxylgruppe im Molekiil vorhanden sein kann. © 

Wird eine Lisung von Pyocyanin mit Essigsiure und © 
Semicarbazid versetzt, so entfarbt sich nach einigen Tagen | 
die Lésung, und es scheiden sich amorphe Massen ab. Schone | 
Krystalle wurden bei der Verwendung von ‘Thiosemicarbazid | 
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erhalten. Die Untersuchung des vermutlichen Thiosemicarb- 
azons ist noch nicht abgeschlossen. 
Di-Nitrosamin des Pyocyanins. 


Krystallisiertes Pyocyanin wird in wenig Wasser unter 
Zusatz von etwas KEssigséure gelist. Beim Versetzen mit 
Natriumnitritlésung firbt sich die Liésung braun und scheidet 
nach kurzer Zeit hiibsche braune Krystalle aus. Diese werden 
abgesaugt und mit ganz verdiinnter Essigsiure gewaschen. Die 
Ausbeute ist fast quantitativ. Die Substanz wird zur Analyse im 
Vakuum bei 50° iiber P,O,; getrocknet. Da sie beim Erhitzen 
sich explosionsartig zersetzt, wurden keine sehr guten Werte 
bei der Kohlenstoffanalyse erhalten, doch ist die Formel auf 
Grund der anderen Daten wohl geniigend sichergestellt. 


4,748 mg Substanz gaben 10,930 mg CO, und 1,925 mg H,0O. 
3,103 mg »  0,457¢cem N (17°, 757 mm). 
2,179 mg pa »  0,314ccm N (15°, 766 mm).- 


(482,2) Ber. C 64,70°/, H 4,609/, N 
Die Krystalle explodieren bei etwa 190°, sie sind wenig 
léslich in kaltem Wasser, in Alkohol und in verdiinnter und 
auch konzentrierter Essigsiiure; fast unldslich sind sie in 
kaltem Benzol und in Chloroform. In etwa 5°/,iger Salz- 


 siure lésen sie sich unter Salzbildung auf; sie kénnen durch 


Zusatz von Alkali aber unverindert wieder abgeschieden 


werden. 


Das Chloroaurat des Di-Nitrosamins wird erhalten, indem 


zu der Lésung in Salzsiure vorsichtig Goldchloridlésung ge- 


” setazt wird. Sind die Konzentrationen richtig getroffen, so 
> loystallisiert das Goldsalz in braunroten gekriimmten Nadeln 


aus, wahrend sonst die Abscheidung in Form einer Gallerte 


erfolgt. Das Salz enthalt nur ein Molekiil HAuCl,. Zur Ana- 


; lyse wird es im Vakuum bei 50° getrocknet. 


6,790 mg Substanz gaben 1,608 mg Au. 
4,447 mg i _y 1,050 mg Au. 
HAuCl, (822,2) Ber. Au 23,98°/, 
Gef. ,, 283,68  28,61%,. 
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Die Verbindung ist sehr schwer Jéslich in Wasser, ein 
wenig léslich inSAlkohol. Der Schmelzpunkt ist nicht scharf: 
Bei etwa 175° erfolgt Dunkelfirbung, bei etwa 195° Auf- 


schiumen unter Zersetzung. 


Quantitative Darstellung des Hemipyocyanin- 
chloroaurats und -chloroplatinats aus Hemipyocyanin. 


20,28 mg des reinen Hemipyocyanins werden in 1 ccm 
10°/,iger Salzsiure gelést, quantitativ durch Kieselgur filtriert 
und mit einigen Tropfen 20°/,iger Goldchloridlésung versetzt. 
Das Goldsalz fallt in schén ausgebildeten derben Nidelchen 
aus. Es wird abgesaugt, mit etwas 10°/,iger Salzsiure nach- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 42,89 mg 
= 81,2°/, der Theorie. 

4,206 mg Substanz gaben 0,181 cem N (760 mm, 16°). 


5,632 mg ‘9 » 2,010 mg Au. 
7,912 mg » 2,831 mg Au. 


(552,1) Ber. N 5,07 Au 35,729), 
Gef. ,, 5,08 ,, 385,69 35,78°/, 


Das Chloroaurat ist fast unléslich in Wasser, leicht léslich 
in Alkohol und zwar mit brauner Farbe zum Unterschied von © 
seinem Isomeren, dem Chloroaurat des Pyocyanins. Auch in © 
Ather und in Chloroform ist es wenig léslich, Mit verdiinnter © 
Natronlauge gibt es eine rote Farbung. Es sintert bei 178° | 
und schmilzt bei 179° (unkorr,). 4 

Die quantitative Umsetzung des Hemipyocyanins zu seinem © 
Chloroplatinat wird in ganz 4hnlicher Weise durchgefiihrt. 
Die Ausbeute ist hier wegen der gréBeren Lislichkeit geringer: — 
20,11 mg Hemipyocyanin gaben 26,58 mg des Chloroplatinats, |” 
d. i. 67,2°/, der Theorie. Das Platinsalz ist also zur quanti- © 
tativen Bestimmung des Hemipyocyanins weniger geeignet als ~ 
das Goldsalz. — Das Salz enthalt 2 Molekiile Krystallwasser, die 7 
im Vakuum bei 50° abgegeben werden. : 


7,280 mg Substanz gaben 1,639 mg Pt. 
6,252 mg v » 1,400 mg Pt. 
22,906 mg “ » 1,155 mg Verlust. 
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+2H,O =870,1 Ber. H,O 4,14 Pt 22,42%, 
Gef. ,, 5,04 ,, 22,51 22,40°, 
5,021 mg getrockneter Substanz gaben 0,293 ccm N (760 mm, 18°). 
7,803 mg » 1,812 mg Pt. 
9,506 mg ” ” » 2,230 mg Pt. 
(834,1) Ber. N 6,72 Pt 23,40°, 
Gef. ,, 6,85 ,, 28,22 28,46%, 
Das Platinsalz bildet braunrote Krystalle, die in Wasser 
kaum léslich sind. Es lést sich in Alkohol. Ein scharfer 


Schmelzpunkt konnte nicht beobachtet werden. 


Quantitative Spaltung des Pyocyanins. 


I. 29,12 mg trocknes Pyocyanin werden in etwa 50 ccm 
Wasser gelést und mit 0,5 g festem Natronhydrat versetzt, 
das unter Schiitteln gelést wird. Nach 24 Stunden Stehen bei 


| Zimmertemperatur kann einer Probe der Flissigkeit mit 


Chloroform kein blauer Farbstoff mehr entzogen werden. Die 
Lésung wird nun mit Salzsiure eben sauer gemacht und mehr- 


4 mals mit Ather ausgeschiittelt. Die filtrierten Atherextrakte 


werden zur T'rockne gebracht, der Riickstand wird mit 2 ccm 


| 10°/,iger Salzsiiure aufgenommen, quantitativ filtriert und mit 


Goldchlorid versetzt. Das Hemipyocyanin-chloroaurat fallt in ana- 


3 lysenreiner Form aus. Ausbeute 64,60 mg = 85,2°/, der Theorie. 


II. Derselbe Versuch mit 15,48 mg trocknem Pyocyanin 
ergibt 30,47 mg Chloroaurat (analysenrein) = 75,6°/, der Theorie. 


Reindarstellung des Hemipyocyanins. 
Das krystallisierte Hemipyocyanin, das friiher durch Ver- 


setzen der alkalischen wiBrigen Lisung mit Essigsiure er- 
: |) halten worden war, enthielt noch geringe Verunreinigungen. 
’ Es zeigte sich nun, daB dieses Praiparat sich durch Subli- 
> mieren im Vakuum villig reinigen lieB. Der Korper stellte 
+ so rein hellgelbe Krystalle dar, die sich klar in Benzol lésten 
» und riickstandslos verbrannten. Der Schmelzpunkt lag jetzt 
scharf bei 157—158° (unkorr,). 


2,113 mg Substanz gaben 0,234 ecm N (762 mm, 15°). 
C,,H,,N,0 = 212,1 Ber. N 13,21 

Gef. ,, 18,16 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLII. 8 
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Nitrosamin des Hemipyocyanins. 

Hemipyocyanin wird in etwa 5°/,iger Salzsiure gelist, 
die Lésung wird eventuell filtriert. Auf Zugabe von Natrium- 
nitrit schlagt die rote Farbe nach gelb um und es scheidet 
sich eine dicke hellgelbe, amorphe Masse ab. Sie wird ab- 
gesaugt, mit etwas verdiinnter Salzsiure nachgewaschen und 
bei 50° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. Die Substanz 
zersetzt sich beim Erhitzen explosionsartig, so daB die Werte 
fiir Kohlenstoff bei der Analyse nicht sehr gut waren. 


6,235 mg Substanz gaben 14,330 mg CO, und 2,290 mg H,O. 
1,909 mg » 0,278 eem N (16°, 770 mm). 
2,295 mg » 0,336 cem N (17°, 770 mm). 


C1s3H,,N,0, (241,1) Ber. C 64,70%, H 17,48°/, 

Die Verbindung lést sich kaum in Wasser, wenig in orga- © 
nischen Solventien, auBer in Pyridin, in dem sie maBig léslich | 
ist. Sie ist leicht léslich in verdiinnter Natronlauge mit brauner | 
Farbe, wird aus dieser Lésung durch Salzséure wieder ab- : 
geschieden. Trotz zahlreicher Versuche gelang es nicht, sie — 
zur Krystallisation zu bringen. Da sie sich mit Campher bei | 
180° zersetzt, konnte eine Molekulargewichtsbestimmung nach 
Rast nicht ausgefihrt werden. Die Reaktion nach Lieber- 
mann (zum Nachweis der Nitrosogruppe) miblang wegen der 
starken HKigenfarbung. 


Methyl- und Athylather des Hemipyocyanins. 


Der Versuch, Ester durch Einwirken von salzsiurehaltigen 
Methylalkohol zu bilden, verlief ergebnislos. Immerhin mége er ~ 
wegen seiner Wichtigkeit kurz beschrieben sein: 0,1 g reines | 
Hemipyocyanin wird in absolutem Methylalkohol gelést. In _ 
diese Lésung wird trockner Chlorwasserstoff bis zur Siattigung 
geleitet. Ein Teil wird nach 24 Stunden Stehen bei Zimmer- © 
temperatur verarbeitet, ein anderer nach lingerem Erhitzen 
auf dem Wasserbad. In beiden Fallen kann ein Kérper von q pu 
den unten beschriebenen Eigenschaften nicht isoliert werden: |) Ks 
Nach Zusatz von tiberschiissiger Natronlauge kann mit Ather | vo: 
aus der Lésung nichts extrahiert werden. S 


3 
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Folgende Methode fithrte dagegen zur Bildung von Athern: 
Kinige com n/10-Natronlauge werden mit iiberschiissigem Hemi- 
pyocyanin geschiittelt; dann wird filtriert. Die Lésung des 
Natriumsalzes wird mit dem gleichen Volumen einer n/10-Silber-— 
nitratlésung versetzt. Der amorphe, unldsliche dunkelblaue 
Niederschlag wird abfiltriert und im Vakuum getrocknet. 


2,285 mg Substanz gaben beim starken Gliihen 0,791 mg Ag. 


C,,H,,N,O0Ag (319) Ber. Ag 33,82°/, 
Gef. ,, 34,68 


Das Silbersalz wird zur Umsetzung zum Ather in Wasser 
suspendiert und mit Jodmethyl bzw. Jodathyl 12 Stunden unter 
éfterem Umschiitteln hingestellt. Dann wird mit Ather mehr- 
mals ausgeschittelt; der Ather wird mit verdiinnter Natron- 
lauge von geringen Mengen Hemipyocyanin befreit. Die Ather- 
lésung wird eingedampft, der Riickstand wird in wenig 10°/,- 
iger Salzsiure gelést und filtriert. Auf Zusatz von Gold- 
chlorid bilden sich schéne braunrote Krystalle, die zur Analyse 
im Vakuum bei 50° getrocknet werden. — Wird die salzsaure 
Lésung der Ather mit Ammoniak iibersittigt, so krystalli- 
sieren die Ather in Form von citronengelben Niidelchen aus. 
Sie zeigen keine sauren Eigenschaften mehr, werden also 


zum Unterschiede vom Hemipyocyanin von Alkalien nicht 


gelést. Wohl aber lésen sie sich in Mineralsiuren mit roter 


_ Farbe. Im Vakuum sublimieren sie unzersetzt. Sie werden 
‘selbst durch stundenlanges Erhitzen auf 100° mit 10°/,iger 
» Salzsiure oder Natronlauge nicht verindert. Eine qualitativ 
_durchgefiihrte Methoxyl- bzw. Athoxylbestimmung verlief stark 
positiv, — Wird der Methylither in etwa 5°/,iger Salzsiure 
'_ gelést und mit Natriumnitrit versetzt, so erfolgt keinerlei Ver- 
/anderung: Die rote Farbung der Lésung bleibt bestehen, beim 
| vorsichtigen Neutralisieren oder auf Zusatz von Natriumacetat 
 scheidet sich der Methylather unveraindert ab. (Mischschmelz- 


pn |} punkt.) Wahrend die Oxydation des Hemipyocyanins mit 


n: 4 Kaliumpermanganat in schwefelsaurer Lésung fast momentan 
er 4 vor sich geht, verlauft sie bei den Athern wesentlich lang- 
erst in etwa Stunde ist die Lésung entfarbt. 
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Hemipyocyanin-methylither. Die wie oben geschil- 
derten, aus saurer Lésung mit Ammoniak ausgefallten Krystalle 
werden getrocknet. Der Schmelzpunkt liegt bei 169° (unkorr.) | 
Zur Analyse wird im Vakuum sublimiert, wodurch der Schmelz- | 
punkt nicht geaindert wird. : 

2,492 mg Substanz gaben 0,264 eem N (772 mm, 14°). 

C,,H,,N,(OCH,) = 226,1 Ber. N 12,40°%, 
Gef. ,, 12,79 


Der Kérper zeigt die oben beschriebenen Eigenschaften. 


Chloroaurat des Hemipyocyanin-methylathers. Die ij 
Krystalle werden im Vakuum bei 50° iiber P,O, getrocknet, | 
6,308 mg Substanz gaben 2,219 mg Au. : 
8,027 me me » 2,800 mg Au. 
C,,H,,N,(OCH,)-HAuCl, = 566,1 Ber. Au 34,83°/, 
Gef. ,, 35,18 34,88°/, 
Der Schmelzpunkt der zinnoberroten Krystalle liegt bei” : 
203—205° (unkorr.). Sie sind in Alkohol mit gelber Farbe | i 
léslich, doch schwerer als das Chloroaurat des Hemipyo- ] 
cyanins. 
Hemipyocyanin-Athylather wird ebenso priparer | 
wie das Methylderivat und zeigt ganz analoge Kigenschaften. | 
1,507 mg Substanz gaben 0,153 cem N (762 ecm, 16°). } 
= 240,i Ber. N 12,02"), 


Der Schmelzpunkt liegt bei 124° (unkorr.). " 


Chloroaurat des Hemipyocyanin-athylathers. Die 
Darstellung und Eigenschaften sind analog denen des Methyl- 9 


thers; Schmelzp. 193—194° (unkorr,). m 
4,108 mg Substanz gaben 1,378 mg Au. ; lay 
C13H,,N.(OC,H,)HAuCl, = 580,1 Ber. Au 84,00°/, Gef. Au 33,55" | in 
sal 


Einwirkung von Semicarbaziden auf Hemipyocyanin. in 


Je 20mg des Hemipyocyanins werden in wenig Essig-7 yj, 
siure bzw. auch Athylalkohol gelést und mit einer wiBrigen lys 
Lésung von etwas mehr als der berechneten Menge Semicar)-} 4, 
azid bzw. Thiosemicarbazid versetzt. Weder durch Erhitzen: 
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auf dem Wasserbade noch durch wochenlanges Stehen der 
Lésungen in zugeschmolzenen Glasrohren konnte eine Reaktion 
erzielt. werden. 

Die Lésungen mit Thiosemicarbazid wurden folgender- 
maBen aufgearbeitet: Ks wird im Vakuum zur Trockne ge- 
dampft, der Riickstand wird mit Benzol ausgekocht. Es hinter- 

bleibt wei8es krystallisiertes Thiosemicarbazid, das sich spielend 

> leicht in Wasser lost. Das benzolische Extrakt wird filtriert 

und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand bildet eine 

- einheitliche gelbe Krystallmasse; er gibt die Reaktion des 

4 Hemipyocyanins und schmilzt wie dieses zu einer klaren 
’ |) Flissigkeit kurz unterhalb 155°. — Die Bildung eines Semi- 
|) carbazons bzw. eines Thiosemicarbazons ist somit wohl aus- 
geschlossen. — Versuche, mit Phenylhydrazin eine Reaktion zu 
 erzielen, schlugen ebenfalls fehl. 


Zinkstaubdestillation des Hemipyocyanins. 


: Je 50 mg Hemipyocyanin werden mit etwa 1 g Zinkstaub 
i fein verrieben und in ein Réhrchen von etwa 7—8 mm lichter 
’ Weite gefiillt. Vor diese Mischung wird noch eine Schicht 
Zinkstaub von etwa 5 cm Linge gegeben, davor ein kleiner Asbest- 
pfropf, um Verstiuben zu verhiiten. Der vorgelegte Zinkstaub 
wird auf ganz schwache Rotglut erhitzt, wahrend das Réhrchen 
evakuiert wird.. Beim Erhitzen der Substanz sublimieren 
Krystalle in den kalten Teil des Rohres. Dieser Teil wird 
abgesprengt, die Krystalle werden mit heiBem Alkohol auf- 

- genommen, die filtrierte Lésung wird auf dem Wasserbade 
je) eingedampft. Es hinterbleibt eine schwach gelb gefiarbte, 
9 villig einbeitlich aussehende Krystallmasse. Diese zeigt nicht 
* mehr wie das Hemipyocyanin die Eigenschaft, sich mit Natron- 
 lauge unter Rotfirbung zu lésen. Wohl dagegen lést sie sich 
«) in verdiinnter Salzsiure und zwar mit gelber Farbe. Aus der 
. | Salzsauren Lisung kann durch Zusatz von Ammoniak die Base 
_ | in Form von hiibschen kleinen Nidelchen gefallt werden. Sie 
| wird zur weiteren Reinigung im Vakuum sublimiert. Die Ana- 
*"'} lysen wurden mit dem gleich zu beschreibenden Chloroaurat 


durchgefiihrt. 
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Molekulargewichtsbestimmung.') 


I. 0,522 mg Substanz gaben in 3,602 mg Campher eine Schmelz- 
punktsdepression von 4 = 29°. 
II. 0,373 mg Substanz gaben in 4,827 mg Campher 4 = 16°. 


C,2H,N, Molgew. Ber. 180. 
| Gef. 199; 198. 
Der Schmelzpunkt der reinen, sublimierten Base liegt 
scharf bei 170° (unkorr.). Sie ist identisch mit Phenazin 


N 


[ E ebenso wie dieses wird sie durch salpetrige 


Siure nicht veraindert; mit konzentrierter Schwefelsaiure ent- 
steht eine blutrote Farbung, die beim Verdiinnen mit Wasser 
in gelb iibergeht; mit Zinnchloriir gibt sie eine griine Farbung; 
in salpetersaurer Lésung entsteht auf Zusatz von Silbernitrat 
eine schén krystallisierte Silberverbindung. Der Schmelzpunkt 
eines Gemisches von der Base aus Hemipyocyanin und von 
synthetisch dargestelltem Phenazin liegt scharf bei 170°. 
Chloroaurat der Verbindung C,,H,N,. Die Verbin- 
dung entsteht, wenn eine stark verdiinnte Liésung der Base in 
etwa 5°/,iger Salzsiure mit Goldchlorid versetzt wird. Bei | 
ungeniigender Verdiinnung fallt sie in amorphem Zustande — 
aus. Durch Trocknen im Vakuum bei 50° tiber P,O, verliert | 
das Chloroaurat 1 Molekiil Krystallwasser. 
3,970 mg Substanz (im Exsiccator getrocknet) gaben 0,167 ccm N | 
(776 mm, 14°). 
7,116 mg Substanz (im Exsiceator getrocknet) gaben 2,575 mg Au. 
bei 50° tiber P,O, 1,091 mg Verlust. 2 
C,;H,N,.HAaCl,+H,0 (538,1) Ber. N 5,20%, Au 86,65%/, H,0 3,35", 
Gef. ,, 5,11 36,19 » 826 . 
10,282 mg Substanz (wasserfrei) gaben 10,300 mg CO, und 1,700 mg | 3 
H,O und 38,884mg Au. 


15,350 mg Substanz (wasserfrei) gaben 15,680 mg CO, und 2,700 mg 
H,O und 5,782 mg Au. 


') Rast, Diese Zs. Bd. 126, 8. 100 (1922). 
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(,,H,N,-HAuCl, (520,1) Ber. 27,69°/, H 1,74°/, Au 87,91°, 
188 » 81,78 
99 21,96 :1,97 » 387,67 
Das Chloroaurat bildet feine hellgelbe Nadelchen, die bei 
etwa 235° unter Zersetzung schmelzen. Es ist unldslich in 
Wasser, maBig ldéslich in Alkohol. Es ist in jeder Hinsicht 
identisch mit dem aus synthetischen Phenazin dargestellten 
Chloroaurat. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, sowie 
der Rockefeller Foundation danken wir fiir die Uberlassung 
von Chemikalien und Apparaten, die zur Durchfiihrung der 
Arbeit nétig waren. — Dem Direktor des Hygienischen Instituts 
Greifswald (Professor K. Prausnitz i. V.) méchten wir auch an 
dieser Stelle nochmals herzlich fiir die vom Institut gewahrte 
Unterstiitzung bei den bakteriologischen Arbeiten danken. 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XIII. Mitteilung. 

Uberfihrung von Hamoporphyrin in Mesoporphyrin 
und dessen Abbau zum Atioporphyrin. 


Von 


Hans Fischer und Richard Miiller. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut d. Technischen Hochschule Miinchen. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1924). 


In der XII. Mitteilung iitber Porphyrine') wurden Uro- und 
Koproporphyrin zu ihrer Stammsubstanz decarboxyliert und die 
Identitat dieses Kérpers mit Willstitters Atioporphyrin fest- 
gestellt. Das Atioporphyrin hatten wir aus Himoporphyrin 
gewonnen und beim Vergleich mit dem Atioporphyrin aus Uro- 
porphyrin fiel auf, daB das Atio-Uroporphyrin absolut einheitlich 
krystallisierte, wihrend bei dem Praparat aus Himoporphyrin 
die krystallographische Identitat nur an einigen wenigen Krystallen 
nachweisbar war. Uro- und Koproporphyrin nun miissen, wie 
friiher' auseinandergesetzt wurde, als gesiittigte Gebilde in 
bezug auf die Seitenketten aufgefaBt werden und demgemih 
muB das Atio-Uroporphyrin ebenfalls in den Seitenketten ge- 
siittigt sein. Anders bei dem Atioporphyrin aus Himoporpbyrin. 
Hamoporphyrin wird aus Himatoporphyrin dargestellt, das nach 
Willstatter mindestens eine, wenn nicht zwei ungesattigte 
Seitenketten trigt, und es steht nicht fest, ob bei der Behandlung 
des Himatoporphyrins mit methylalkoholischer Kalilauge bei 


1) Diese Zs. Bd. 140, 8. 223 (1924). 
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200° die ungesittigten Seitenketten der totalen Reduktion anheim- 
fallen. Eine teilweise Reduktion erfolgt sicher, denn Fischer 
und Rése haben bei der Oxydation von Himoporphyrin Methyl- 
ithylmaleinimid erhalten. Nach neueren Versuchen von uns ist 
es iedoch sehr unwahrscheinlich, daB beide basische Pyrrolkerne 
gesattigte Seitenketten tragen. Wir haben Himoporphyrin der 
Reduktion mit Kisessigjodwasserstoff unterworfen und dabei Meso- 
porphyrin erhalten. Es wurde identifiziert durch seine Kigen- 
schaften, sein schwer lésliches Natriumsalz, den krystallisierten 
Methylester, der den gleichen Schmelzpunkt wie der Meso- 
porphyrinmethylester hatte und dessen Mischschmelzpunkt mit 
letzterem keine Depression ergab. Spektroskopisch waren eben- 
falls beide Praparate identisch, wahrend Himoporphyrin sich als 
verschieden erwies. Nach diesem Resultat miissen wir schlieBen, 
da8 im Himoporphyrin eine ungesittigte Seitenkette vorhanden 
ist, da sonst der Ubergang in Mesoporphyrin auf reduktiven 
Wegen kaum verstindlich wire, wenn nicht eine Um- 
lagerung erfolgt. Ubrigens haben auch schon Willstitter 
und M. Fischer darauf hingewiesen2), daB méglicherweise 
Mesoporphyrin 2 H-Atome mehr enthalt als Haimoporphyrin. 
Dieser Auffassung steht nur entgegen das Oxydationsergebnis 
des Mesoporphyrins. Es ist bis jetzt nicht gelungen, aus Meso- 
porphyrin mehr wie 1 Mol. Methylathylmaleinimid?) zu er- 
halten. Wir sind zurzeit mit der vergleichenden Oxydation 
von Himo- und Mesoporphyrin beschaftigt und hofien tiber 
das Resultat bald berichten zu kénnen. 

DaB das Mesoporphyrin in seinen Seitenketten vollkommen 
gesittigt ist, geht auch daraus hervor, daB es mit den ver- 
schiedensten Reduktionsmitteln in seine farblose Leukoverbin- 
dung, das Mesoporphyrinogen, iiberfiihrbar ist und hieraus er- 
halt man durch Luftoxydation wieder Mesoporphyrin. Es ist 
kaum anzunehmen, daB bei all diesen Reduktionsversuchen 
ungesattigte Seitenketten nicht reduziert wiirden. Nimmt man 


') Diese Zs. Bd. 87, S. 435 (1918). 

*) W. Kiister und F. Deihle, Chem. Ber. Bd. 45, 8. 1985, 1945 
(1812); Diese Zs. Bd. 42, S. 468 (1912); H. Fischer und F. Meyer- Betz, 
Diese Zs. Bd. 82, S. 96 (1912). 
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Mesoporphyrin als in den Seitenketten vollkommen gesittigt 
an, sO ware zu erwarten, da8 die Decarboxylierung des Meso- 
porphyrins besonders glatt sich vollzieht. Dies ist in der Tat 
der Fall. Wir fihrten nach Willstitter und M. Fischer 
das Mesoporphyrin in sein schén krystallisiertes Phyllin iiber. 
Die Decarboxylierung fiihrten wir in modifizierter Weise durch. 
Auch bei der Gewinnung des Atioporphyrins aus Himoporphyrin 
schlugen wir einen etwas anderen Weg ein. 

Willstatter und M. Fischer haben die Decarboxylie- 
rungsreaktion des Hamoporphyrins mit dem Kaliumsalz des 
Phyllins durchgefihrt, indem sie diesen Kérper mit Natronkalk 
zusammen auf héhere Temperatur erhitzten. Wir fanden fiir 
den Verlauf der Reaktion es giinstiger, den Natronkalk weg- 
zulassen und im Vakuum das Erhitzen durchzufiihren. Erhitzt 
man modglichst schnell iiber freier Flamme, so beobachtet man 
das Auftreten violetter Dimpfe, die sich in der kalteren Partie 


des Reagenzglases abscheiden und man kann so den Verlaut 


der Reaktion besser verfolgen. Im iibrigen arbeiteten wir 
genau nach der Vorschrift der Autoren, insbesondere wurde 
die Reaktionsmasse auf zablreiche Reagenzgliaser verteilt, denn 
je kiirzer und energischer das Erhitzen erfolgt, desto besser 
war die Ausbeute. Zum Gelingen der Reaktion ist viel Ubung 
erforderlich. 

Bemerkenswert ist die auBerordentliche Abnlichkeit in den 
Spektralerscheinungen von Himoporphyrin und Atioporphyrin 
in Ather. Beide sind spektroskopisch praktisch identisch, ob- 
wohl der Unterschied zwischen beiden 2 Carboxylgruppen 
betrigt. Des besseren Vergleiches halber geben wir die Mittel- 
zahlen von beiden Priiparaten an’): 

Himoporphyrin: 


622,8; 610,9, 596,1; 577,1; 566,6; 557,5; 545,5; 527,8; 494,7; 467,8. 


Aetioporphyrin: 


622,38; 610,2; 595,7; 5765; 566,6; 557,83; 545,1; 527,8; 498,8; 466.6. 


') Die Werte sind in Ather bestimmt, auch in Phenol gelést erga) 
sich Identitiit. 
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Auch durch Veresterung des Himoporphyrins tritt keine 
Verschiebung der Absorptionsspektra ein. Die Mittelzahlen 
sind folgende: 


Haimoporphyrinester: 
I II IV V vi VEL 
622,7; 610,5; 596,5; 578,0; 566,5; 557,6; 545,0; 528,1; 494,6; 467,6. 

Es kommt noch hinzu, da8 Mesoporphyrin und sein Ester 
ebenfalls fast identische Zahlen geben, ebenso Pyrroporphyrin 
nach Willstatters Zahlen.’) Allerdings unterscheiden sich 
die drei zuletzt genannten von den iibrigen prinzipiell dadurch, 
daB sie noch einen Streifen im Rot besitzen. 

Es scheint so, daB die Carboxylgruppe fiir den spektro- 
skopischen Befund nur geringfiigigen Kinflu8 hat, wahrend mehr- 
fache Bindungen offenbar eine starke Verinderung bedingen 
vgl. die Zahlen des Ooporphyrins. Wir. werden auf diese Verhilt- 
nisse bei Vorliegen von mehr experimentellem Material zuriick- 
kommen. 

Beim Mesophyllin hatten wir bei der Decarboxylierung 
mit Natronkalk keinen Erfolg und auch die des Kupfer- 
salzes fiihrte nicht zum Ziel. Erst als wir das freie Meso- 
phyllin in zahllosen kleinen Portionen im Vakuum iiber freier 
Flamme im Reagenzglas erhitzten, gelang die Reaktion und 
es wurde fiir die Aufarbeitung der Reaktionsmasse wieder nach 
der Vorschrift von Willstatter und M. Fischer gearbeitet. 
Wir erhielten das Atioporphyrin aus Mesoporphyrin prachtvoll 
krystallisiert, einheitlich, nach der krystallographischen Unter- 
suchung des Herrn Prof. Steinmetz identisch mit Atio-uro- 
porphyrin. Zum Umkrystallisieren des Atioporphyrins ist neben 
Chloroform-Methylalkohol Benzol sehr geeignet. Wir haben 
das Atioporphyrin dann weiter in das Kupfersalz tibergefihrt, 
das schon in der Arbeit mit Hilger?) erwaihnt ist und das auch 
krystallographisch mit dem Kupfersalz des Atio-Uroporphyrins 
iibereinstimmt. Die Analysenzahlen des Atioporphyrins aus Meso- 
porphyrin stimmen besser auf eine Stammsubstanz mit 32 Kohlen- 


') Willstitter und Stoll, Untersuchungen tiber Chlorophyll. 
Springer, 1913, S. 368. 
*) Diese Zs. Bd. 146, S. 223 (1923). 
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stoffatomen, die des Kupfersalzes besser auf 31 Kohlenstoft- 
atome. Wir verschieben die Diskussion hiertiber auf eine 
spitere Mitteilung, wenn der Abbau des Atio- und anderer 
Porphyrine durchgefiihrt ist. Den relativ glatten Verlaui 
der Decarboxylierungsreaktion des Mesoporphyrins fassen wir 
als Bestitigung fiir die Auffassung, daB Mesoporphyrin in den 
Seitenketten vollstiindig gesittigt ist, auf. Wenn diese An- 
schauung richtig ist, miBte auch eine partielle Decarboxy- 
lierung des Koproporphyrins zum Mesoporphyrin méglich sein. 
Mit solchen Versuchen sind wir zurzeit beschiftigt. 

Durch das auBerordentliche Entgegenkommen des Herrn 
Geheimrat Willstitter, dem wir auch an dieser Stelle unsern 
besten. Dank aussprechen, waren wir in der Lage, auch den 
Vergleich unserer Atioporphyrinpriparate mit Chlorophyllitio- 
porphyrin durchzufithren. Herr Geheimrat Willstatter stellte 
uns Rhodophyllinkalium zur Verfiigung, aus dem wir im wesent- 
lichen nach seiner Vorschrift das Atioporphyrin krystallisiert 
gewinnen konnten. Es erwies sich krystallographisch als iden- 
tisch mit den anderen Atioporphyrinen (vgl. die Abbildung III 
in der XV. sowie XII. Mitteilung). | 

Es ist also mit Sicherheit bewiesen, dab die Stammsub- 
stanz von Blut- und Blattfarbstoff identisch ist mit der Stamm- 
substanz des Uro- und Koproporphyrins. Ob das Atiohiimo- 
porphyrin in toto vollkommen identisch ist mit den eben er- 
wihnten Atioporphyrinen, miissen wir noch dahingestellt sein 
lassen und es wiire immerhin mdglich, daB in einem ‘Teil des 
Priparates ein Atioporphyrin mit einer ungesiittigten Seiten- 
kette vorliegt. Allerdings spricht gegen diese Auffassung die 
krystallographische Identitat des aus Benzol umkrystallisierten 
Priparates. Trotzdem halten wir die genaue Aufklirung dieser 
Verhaltnisse fiir notwendig und werden den vergleichenden 
oxydativen und reduktiven Abbau des Atioporphyrins aus 
Meso- bzw. Himoporphyrin durchfihren. 

Bei der Gewinnung des Atioporphyrins aus Mesoporphyrin 
erhielten wir ein schén krystallisiertes salzsaures Salz?), dessen 
Analysenzahlen besser auf 31 Kohlenstoffatome stimmen. 


) Vel. Willstatter, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 400, S. 192 (1913). 
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Das Natriumsalz des Mesoporphyrins erhielten wir schén 
krystallisiert. Es sind 2 Na-Atome in das Molekiil eingetreten. 
Weiter arbeiteten wir eine Trennungsmethode von Himato- 
und Mesoporphyrin aus. Die Trennung der beiden Porphyrine 
gelingt leicht tiber das Natriumsalz. Himatoporphyrinnatrium 
ist viel leichter léslich als Mesoporphyrinnatrium, das praktisch 
in Lauge unldslich ist. 

Endlich wurde Himatoporphyrin in sein komplexes Kupfer- 
salz tibergefiihrt, das schén krystallisiert. Dies ist schon von 
Laidlaw’) in amorphem Zustand isoliert worden und sein 
Kupfergehalt in Ubereinstimmung mit Turacin zu 6,99°/, ge- 
funden worden. Daraus folgt, daB sein Kupfersalz verunreinigt 
war, denn der reine Kérper hat in Ubereinstimmung mit der 
Theorie 9,63°/, Kupfer, wihrend das Turacin 7°/, Kupfer 
enthilt. | 

Zum SchluB danken wir Herrn Prof. Steinmetz noch ganz 
besonders fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit durch seine uner- 
miidlichen krystallographischen Untersuchungen. Die Mikro- 
Kohlenwasserstoff- und Stickstoffbestimmungen sind nach der 
Preglschen Methode von Herrn Dr. Schubert bzw. Dr. Nie- 
mann durchgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 


Uber Hamoporphyrin. 

Nach der Vorschrift von Wiilstatter und M. Fischer?) 
wurde Himoporphyrin aus 1,4 g reinem Hiamatoporphyrin 
durch Erhitzen auf 200° mit konzentriertem methylalkoho- 
lischem Kali in Pyridinlésung im Silbertiegel und Autoklaven 
hergestellt. Die auskrystallisierte Kaliumverbindung wurde 
nach dem Dekantieren des Pyridins in Wasser gelést. Beim 
Ansiuern erhilt man das freie Hiamoporphyrin. Ausbeute 0,9 g 

Beim Versetzen des Himoporphyrins mit normal-, besser 
noch beim Versetzen mit 10°/,iger Natronlauge, fallt das Natrium- 
salz aus. Dieses wurde in 2,5°/,iger Salzsiure gelést. Am 


1) J. of Physiol. Bd. 31, S. 465 (1904). 
*) Diese Zs. Bd. 87, S. 484 (1918). 
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nichsten Tage beobachteten wir sehr schén ausgebildete Nadely 
des Chlorhydrates, 

Absorptionsspektrum: Himoporphyrin zeigt in 25°/,iger 
Salzsiure das charakteristische, salzsaure Porphyrinspektrum. 
ein Streifen im Orange, einen schwachen Streifen im Gelb 
und einen sehr starken Streifen im Griin. 

I. 597,0—588,7 ; II. 575 9—569,0 ; Ill. 559,3—549,0 . 
592,8 572,4 549,7 

Diese Zahlen stimmen vollkommen mit denen des salz- 
sauren Mesoporphyrinspektrums iiberein. 

I. 598,5—587,8 ; II. 576.3—568,5; III. 560.5 ~537,0. 
593,1 572,4 548,8 

Das Spektrum in n/10-Kalilauge ist ebenfalls ein charak- 
teristisches Porphyrinspektrum, doch vom Mesoporphyrinspek- 
trum durchaus verschieden. Sowohl die beiden schwicheren 
Streifen im Orange und Griin, als besonders das kriftige Ab- 
sorptionsband im Ubergang von Griin zu Blau sind wesentlich 
anders. AuBer einem starken Streifen im Gelb, ist noch einer 
im Blau zu finden. 


I. 622,5—612,4; If. 580,6—560,4 ; Ill. 546,6—532,2 ; 
617,4 570,5 539,4 
IV. 516,4—493,7 ; V. 468,3—449,8. 
5U5,0 459,0 


Reihenfolge nach der Intensitaét: IV, IL, V, I, IU. 

Das Mesoporphyrinspektrum unterscheidet sich noch weiter 
dadurch, daB es in alkalischer Lésung einen Streifen im Gelb 
hat, nicht den im Blau. 


I. 634,7—624,0 ; II. (605,8—598.2) : III. 590,0—569,1; 
629,38 601,17 579,5 
IV. 557,2--544,3 ; V. 531,2—519,0; Endabsorption: 485,8. 
525,1 


Reihenfolge nach der Intensitét: V, I, III, IV, U. 


Dimethylester des Himoporphyrins.’) 
Das Priparat wurde nach den Angaben von Willstitter 
und Max Fischer dargestellt. Der Schmelzpunkt, den die 
~ 4) Diese Zs. Bd. 87, S. 487 (1918). 


) 
( 
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Autoren nicht angaben, liegt nach dreimaligem Umkrystalli- 
sieren bei 161,5°, wihrend der Methylester des Mesoporphyrins 
bei 212° schmilzt. Nicht verschwiegen werden darf, daB bei 
weiteren Darstellungen auch andere Schmelzpunkte beobachtet 
wurden, z. B. 167—168° und 177° und da weiter die Misch- 
schmelzpunkte zwischen diesen Estern und dem des Meso- 
porphyrins keine Depression ergaben insofern, als der Schmelz- 
puokt nicht unter dem niedrigsten war, sondern zwischen 
beiden Schmelzpunkten. Weiterhin beobachteten wir bei einigen 
Priparaten nicht das oben beschriebene alkalische Spektrum 
sondern ein Spektrum nahezu oder identisch mit Mesopor- 
phyrin. Es wird notwendig sein, das Himoporphyrin nochmals 
genau auf Hinheitlichkeit zu priifen, eine Untersuchung, die 
zurzeit im Gange ist. 


Absorptionsspektra, 


Dimethylester des Himoporphyrins. 
Das Spektrum in Methylakohol besteht aus 4 Banden 
im Rot, Gelb, Griin und Blau, von denen das letzte das 


stirkste ist. An der Grenze des Orange ist noch ein sehr | 
schwacher Streifen bemerkbar. 


I. 623,8—-613,7 ; Il. (694,7—590,0) ; Ill. 578,7—557,6 ; 
618,7 592,4 568,2 
TV. 537,1—520,9 ; V. 507,7—479,3, Endabsorption: 433. 
529,0 493.5 


Reihenfolge .der Intensitit: V, LV, I, III, II. 


Dimethylester des Mesoporphyrins. 
Das Spektrum ist das gleiche wie das des Himoporphyrin- 


dimethylesters. 
I 623,5—613.9 ; II. (593,9—591,0) ; III. 578,1—560,2; 
618,7 592.4 569,1 
IV. 536,6—521,3 ; V. 507,9—481,7; Endabsorption: 434. 
528,9 494,8 


Reihenfolge der Intensitit: V, IV, I, IU, IL. 
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Uberftihrung von Himoporphyrin in Mesoporphyria. 


0,3 Hamoporphyrin wurden in 5 ccm LEisessig und 
0,7 com Jodwasserstoffsiure (s = 1,7) gelést. Die warme Lésung 


wurde im Schliffkolben mit 5 g rohem Phosphor versetzt und 4 
21/, Stunden am RiickfluBktihler gekocht. Die heiB filtrierte, |” 
mit Kisessig ausgewaschene Lisung wurde in 17 com Wasser | 
eingegossen und mit 1 ccm konz. Ammoniak abgestumpft. Das |~ 
ausgefallene Porphyrin wird abgesaugt und mit Wasser nach- : 
gewaschen. Beim Reinigen des Porphyrins iiber das Natrium- | — 
salz fiel dieses erst am niichsten Tage bei Verwendung von | 


n/10-Natronlauge aus. In heiBer, 2,5 °/,iger Salzsaure gelist, 
bildet sich erstmals ein dunkelvioletter voluminéser Nieder- 
schlag. Nach nochmaligem Herstellen des Natriumsalzes mit 


Salzsiure das salzsaure Porphyrin aus. 


Absorptionsspektra. 
I. In 25°/,iger Salzsiure: Es gibt das reine, salzsaure 
Meso- und Hamoporphyrinspektrum. 
I. 598,0—588,5 ; Il. 576,1—569,5 ; ITI, 559,8—540,2 . 
593,2 572,8 550,0 


II. In n/10-Kalilauge: Es entsteht das alkalische Meso- ; 
porphyrinspektrum, das sich vom alkalischen Hamoporphyrin- 


spektrum scharf unterscheidet (s. S. 126). 


I. 688,9-—624,2 ; II. 588,8—569,1 ; IIT. 557,1—544,4 ; 
629,0 579,2 550,7 
IV. 528,5—515,0. 
521,8 


Reihenfolge nach der Intensitaét: IV, I, II. 


Aus der alkalischen Lisung fiel iiber Nacht das Kalium- © 
salz vollstindig aus, ahnlich wie dies beim Mesoporphyrin 1 
unter den gleichen Verhiltnissen festgestellt werden konnte. 

Die Veresterung des so aus Hamoporphyrin er- | 
haltenen Mesoporphyrins ergab einen krystallisierten 
Methylester mit dem Schmelzpunkt von 211° nach starkem | 


1°/,iger Natronlauge krystallisierte dann aus heifer, 2,5°/,iger — 


| 
| 
ak 
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vorhergegangenen Sintern. Der Mischschmelzpunkt mit Meso- 
porphyrindimethylester (Schmelzp. 212°) war 211—212% Das 
Spektrum im Methylalkohol stimmt mit dem von Himo- und 
Mesoporphyrindimethylester iiberein. 


I. 625,9—613,3 ; II. (595,8—590 2) ; IIT. 580,0—558,6 ; 
619,6 593,0 569,3 
[V. 539,9—519,9 ; V. 510.5--480,6; Endabsorption; 434. 
529,9 495,5 


Reihenfolge nach der Intensitét: V, IV, I, IH, II. 


Hisensalz von Haimoporphyrin. 


Hamoporphyrin in wenig Kisessig gelést und 3 Minuten 
- mit Ferroacetat, in Kisessig gelést, unter Zusatz von Natrium- 
i chlorid gekocht, scheidet beim Erkalten und Stehen iber 
Nacht kurze, dunkelblaue Prismen der komplexen Lisen- 
verbindung aus. 


Absorptionsspektra: 


e 
4 I. In Eisessig: 
4 Ein sehr verschwomniener und sehr schwacher Streifen 
/ im Rot, 2 Banden im Griin. 
842,4—625,5 ; IL. 568,0—555,3 ; IIT, 542,5—517,9 ; 
638,9 531,6 580,2 
Endabsorption: 449. 
q Reihenfolge der Intensitat: II, III, I. 
IL in n/10-KOH: 
4 Im Gelb und Griin zwei schwache Streifen, im Rot ein 
4 unscharfer Schatten. 


| Reihenfolge nach der Intensitaét: II, DI, L. 


in 
7 | Nach dem Versetzen mit Hydrazinhydrat: 

r- 1. 574,5—562,7; II. 552,0—536,7; ‘TIT. 522,5—504,8; E.-A. 465. 

en -568,6 544,3 513,6 

am Reihenfolge nach der Intensitit: II, I, II. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 9 
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Einige Beobachtungen iiber Haimato- und Mesoporphyrin. 


Trennung von Himato- und Mesoporphyrin. 

Je 0,1 g Himatoporphyrin- und Mesoporphyrinchlorhydrat 
wurden in wenig 25°/,iger Salzsiure gelést und die Liésung 
in 2 Teile geteilt. 

Die eine Halfte der Lésung wurde nach dem Neutrali- 
sieren mit Natronlauge mit 10ccm n/5-Natronlauge versetzt, || 
Dabei fallt das Natriumsalz des Mesoporphyrins aus. Dieses | | 
wurde nach dem Abfiltrieren in 2,5°/,iger Salzsiure heif ge- qf 
lést. Beim Erkalten krystallisieren 0,0428 g Mesoporphyrin- | 
chlorhydrat in Nadeln aus. | 

Die Mutterlauge wurde mit Eisessig angesiuert, das freie 
Hamatoporphyrin abfiltriert und nach dem Lésen in konzen- _ 
trierter Salzsiure im Schwefelsiureexsiccator iiber Kalium- 
hydroxyd im Vakuum eingedampft. Dabei fallt das Himato- 
porphyrinchlorhydrat in Nadeln aus. 

Die andere Halfte wurde mit Ather versetzt und mit 
Ammoniak neutralisiert. Erst beim Ansiuern mit Eisessig 
geht ein Teil der Porphyrine in den Ather iiber (0,066 g), i 
wihrend der Rest in Flocken ausfallt. Nach dem nochmaligen | 
Uberfihren in Ather lie8 sich das Himatoporphyrin durch 
0,1°/,ige Salzsiiure ausschiitteln, das Mesoporphyrin durch — 
11/,°/,ige Salzsaure. 

Die erste Methode ist der zweiten bei weitem vorzuziehen | ~ 
da bei dieser beim Uberfiihren der Porphyrine aus der sauren | 
Lisung in den Ather stets schwer vermeidbare Verluste 2u | 
verzeichnen sind. 


Natriumsalz des Mesoporphyrins. 

Amorphes Mesoporphyrin wurde in verdiinntem Ammo- 
niak gelést und durch Versetzen mit Natronlauge aus n/10- | A 
Lauge das Natriumsalz ausgefallt. Aus heiBem Wasser labt q 
es sich umkrystallisieren. Es krystallisiert in sehr schénen 
mikroskopisch kleinen Nadeln aus. : 
4,733 mg Substanz gaben 0,384 cem N (20°, 718 mm). 


C;,H,,0,N,Na, Ber. N = 9,13°/, 
Gef. N = 8,98°/, 
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| 0,2160 g¢ Substanz gaben 0,0476 g Na,SQ,. 
Ber. Na = 7,53°/, Gef. Na = 713°, 
Komplexes Kupfersalz des Hamatoporphyrins. 
0,2 g reines Himatoporphyrin werden in 12ccm Kis- 


essig heiB gelést und filtriert. Nach dem Zugeben einiger 
Tropfen einer konzentrierten Kupferacetatlésung in Lisessig 
| krystallisieren 0,19 g reines kompl. Kupfersalz des Himato- 
porphyrins aus. 


3,811 mg Subst. gaben 8,618 mg CO,, 2,337 mg H,O, 0,444 mg Cu. 
C,H,,0,N,Cu Ber. C 61,83°/, H = 5,49 Cu = 9,63 
Gef. = 6158, = 9.88,, 


Atioporphyrin aus Haimatoporphyrin. 


Willstatter und M. Fischer’) haben Himatoporphyrin 
in das Kaliumsalz des Himophyllins itibergefiihrt und dies mit 
” Natronkalk decarboxyliert. Nach Abspaltung des Magnesiums 
1 aus dem entstandenen Atiophyllin mit Mineralsiure erhielten 
7 sie das Atioporphyrin krystallisiert. Die Autoren haben 
+ zunichst das Kaliumsalz des Hamophyllins durch Hinzusetzen 
* von Wasser abgeschieden. Bei uns fihrte dieser Weg nicht 
4 zum Ziel. Das Kaliumsalz erwies sich als iuBerst hygroskopisch. 
-~ Schon beim Stehen an der Luft zerflieBt es nach einiger Zeit. 
Folgende Vorschrift bewahrte sich am besten: 


12 g Himatoporphyrin werden in 150ccem Pyridin und 
190ccm konzentrierter methylalkoholischer Kalilauge gelést. 
| Nach dem Zusetzen von 4g Magnesiumoxyd wurde im Auto- 
| klaven bis auf 230° 5 Stunden erhitzt. Nach dem Filtrieren 
des zum Teil auskrystallisierten Kaliumsalzes des Himophyl- 
o | lins am niachsten Tag wurde das Filtrat mit 1 Liter 
0. q Ather und 10ccm Wasser durchgeschiittelt. Dadurch bilden 
Bt q sich 2 Schichten, eine hoch konzentrierte methylalkoholische 
en |) Lésung des Kaliumsalzes und eine atherische Pyridinlésung. 
4 Die Lésung des Kaliumsalzes wurde noch mit mehreren 100 com 


4 1) Diese Zs. Bd. 87, S. 494 (1913); Liebig, Ann. der Chem. Bd. 400, 
S. 186 (1918), 
g* 
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\ther ausgewaschen und dann im Vakuuim der Methylalkoly, 
abdestilhert, wobei das Kaliumsalz in sirupartiger Konsiste), 
ausfillt. Nach dem Filtrieren und Trocknen im Vakuuy. 
exsiccator betrug die Ausbeute 6,8 ¢ und war nach de, 
Pulverisieren zur weiteren Verarbeitung sehr gut geeigne:. 
Das im Autoklaven ausgefallene Produkt wurde teils so zy 
Decarboxylierung verwendet, teils wurde es durch Extraktio, 
mit Methylalkohol weiter gereinigt. 

Aus dem Kaliumsalz des Haimophylins haben Wili. 
stiitter und Max Fischer durch Erhitzen mit Natronkalk | 
das Atiophyllin erhalten. Wir erhielten so nur _ schlecht: 
Ausbeute. Besser gelang uns die Reaktion beim Erhitzen de. 
\aliumsalzes im Vakuum ohne Natronkalk in Jenaer Reagenz. 
glisern, Die Substanz wurde in ganz kleinen Mengen (20 bis 
30 mg pro Reagenzglas) schnell aut hohe Temperatur erhiiz:. 
Ks bildet sich ein violetter Dampf, der sich alsbald an de 
kilteren Partien des Reagenzglases niederschligt. Diese Mass: 
ist zum grofen Teil in Ather léslich. Der Atherextrakt wurde 
genau nach der Vorschrift von Willstitter und M. Fischer § 
auf Atioporphyrin verarbeitet. In zahllosen Ansiitzen wurde 
schlieBlich 1 g krystallisiertes Material (aus 50—60 g Himato- 
porphyrin) erhalten. Zum Umkrystallisieren eignet sich |i- 
sonders Chloroform-methylalkohol sowie Benzol. Die Krystall: 
aus Chloroform-methylalkohol sind abgebildet in der XII. Mit. 
teilung tiber Porphyrine. Fiir die krystallographische Unte- 
suchung erwiesen sie sich als ungeeignet. Erst nach mel: 
maligem Umkrystallisieren aus Chloroform-methylalkohol wurde: 
Krystalle erhalten, die mit Atio-uroporphyrin identisch ware! 
(vgl, XIT. Mitteilung, 8.241). Der Befund des Herrn Protesso: 
Steinmetz eines aus Ather krystallisierten Priparates ist bereits 
verdffentlicht (XII, 8.237). Besonders gut krystallisiert das Atic- 
porphyrin aus Benzol genau wie das tibereinstimmende Priipar 
aus Mesoporphyrin. Uber den krystallographischen Befun( 
beim Atiohimoporphyrin aus Benzol teilt uns Herr Profes-: 
Steinmetz mit: 

, Kleine Prismen, Ausléschung 32° zum Prisma, v0!’ 
kommene Absorption.“ 
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Priiparat 


|, 4,871 mg Substanz gaben 14,110 mg CO,, 3,450 mg HO, und 


0,030 mg Asche. 


II. 3,557 mg Substanz gaben 2,130 cem n/70-NH, (nach Kjeldahl). 


Priiparat B. 


III. 4,088 mg Substanz gaben 11,930 mg CO,, 2.817Tmg H,O und 


0,020 mg Asche. 


IV. 3,875 mg Substanz gaben 0,426 com N (719 inin, 16°). 


V. 4,821 mg » 0524 cem N (723 min, 16°). 
Ber.: C = H=7,629 N = 11,76", 
C = 80,28, 801%, N = 11,71% 
C3, C= 8019), H=- ter), N= 100%, 

Gf: Il. C= H= 7,98", — 
nach Abzug 
der Asche If. = 33:90"), 
i. H= 7,164, 
V. = = N = 12,21°,. 


Beide Praparate wurden bei gewohnlicher Temperatur im 
Yakuum konstant getrocknet und zwar war Priiparat A aus Ather 


| krystallisiert, Priparat B zweimal aus Chloroformmethylalkohol. 


Mikromolekulargewichtsbestimmung nach der S:edepunkts- 
methode in Benzol: 
6,914 mg Substanz gaben, in 1,34 g Benzol gelést, cine Siedepunkts- 


erhshung von = 0,031°+k = 26,7. 


Cy.HogN, Ber. Mgw = 476,38 


Gef. Mew = 444 


Kupfersalz des Atioporphyrins. 
50 mg Atioporphyrin wurden heiB in 2 ccm Hisessig ge- 


| list und dazu eine heiBe Lisung von 20 mg Kupferacetat in 
Kisessig gegeben. 
 27,0mg Kupfersalz in langen gut ausgebildeten konzentrisch an- 
_ geordneten Nadeln aus (vgl. hierzu Abb. V in der XV. Mitteilung). 


Beim Abkiihlen krystallisieren sofort 


Schmelzpunkt: Sintern bei 242°, Schmelzen bei 250°. 


Priiparat A’): 
I. 5,620 mg Substanz gaben 14,350 mg CO,, 3,200 mg H,O und 


872mg Cud. 


_ IL 3,685 mg , 1,980 cem n/70-NH, (nach Kjeldahl). 


') Priparat A und B wurden aus entsprechenden obigen Pripa- 
riten A und B des Atio-biimoporphyrins dargestellt. 
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Praparat B: 
III. 4,470 mg Substanz gaben 11,545 mg CO,, 2,505 mg H,O und 
0,705 mg CuO. 
CyoHsgN,Cu Ber: C=71,40%/, H--6,37°/, N=10,419%) Cu=11,819, 


C=71,12%, H==6,72% N=10,38%, Cu=11,77", 
C=10,15%, H=6,51%9 N=10,65%, Cu=12,09°, 
Gef.: I. C=69,66°/, H=6,379% N — Cu= 12,400. 

H — N=10,74% Cu 


III. H=6,279% N Cu=12,60"/, 

Wie man sieht, stimmen die Aualysen des Kupfersalzes 

aut C,, ebenso wie beim Meso-itioporphyrin (vgl. spiter). Auf 
eine nihere Diskussion wollen wir vorlaufig nicht eingehen. 


Krystallographische Untersuchung des Kupfersalzes 
(Prof. Steinmetz). 


1. Aus Kisessig krystallisiert: Undeutlich entwickelte 
Prismen mit einer maximalen Ausléschung von etwa 40°. Dic 
dazu gehérige Schwingungsrichtung ist hellrot, senkrecht dazu 
fast véllige Absorption. In anderen Orientierungen, d. h. bei 
kleineren Auslischungswinkeln ist der Di- 
chroismus nicht so stark. 

C 2. Aus Chloroform § krystallisiert: Die 


Wachstumsformen sind ohne deutliche 
—/ randung. Im Innern helle Partien in Form & 
eines rechtwinkeligen x-Zeichens. Die Aus- | 
léschung ist diagonal dazu. Der Dichroismus gelbrot bis 
granatrot. Daneben sind angenihert quadratische oder trapez- 
formige Blattchen sichtbar. Die Ausléschung ist parallel eine: 
Kante. Der Dichroismus auch gelblichrot bis granatrot. 


Spektroskopische Bestimmungen 
(vgl. hierzu die Arbeit von Willstitter- und M. Fischer. 
Hiimophyllin in Ather. | 


I. 649,7—638,2 I. 625.1—620,8 ; IIL. 587,7—572,3 : 
643,9 622,9 580,2 
IV. 561,1..549,4—534,8.. 520,5; V. 505,4—482,1. 
542,1 493,6 
540.8 


") Liebig, Ann. der Chem. Bd. 400, 8. 198 (1913). 
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Atiophyllin in Ather. ’) 
I. (623,.9—-617,0); II. 5°8,0—570,2; IIL. 559,0..549,0—537,8. . 528,4 ; 


620,4 579, 1 543,4 
543,7 
IV. (507,0—489,8); Endabsorption: 429. 
498,0 


Streiten I und IV sind auBerordentlich schwach, sodaB 
das Spektrum nur aus 2 starken Streifen besteht. Kinige von 
Willstatter und Max Fischer beobachtete Streifen fehlten 
in unserem Praparat; es sind die, die wir beim Haimophyllin 
heobachteten. 


Himoporphyrin in Ather. 


626,9—618,7 ; If. 613,0—608,8 III. 598,9—598,3 ; 
622,8 610.9 596,1 

IV. 582,1—572,2; V. 568,7—564,5 ; V1. 558,8—556,2 : 
566,6 557,5 

VII. (547,5 —543,5); VILL. 536,5—519,3: IX. 509,9—479,5 ; 
545,5 527,8 494,7 

X. (469,4—466,2;}; Endabsorption: 436. 
467,8 


Reihenfolge nach der Intensitit: LX, VIII, I, V, IV, 1, 
VI, TY, X, VIL 

Dieses Haimoporphyrinspektrum gleicht im wesentlichen 
dem des Atioporphyrins (vgl. folgendes), im Gegensatz zum 
Mesoporphyrinspektrum, das gegeniiber dem Atioporphyrin- 
spektrum um 1—2 uu nach Rot verschoben ist. 
\tioporphyrin in Ather. 


I. 626,4—618,2 ; II. 612.4—608,1 : IIT. 599,3—592,1 ; 
622,3 610,2 595,7 
IV. 581,7—571.3.. 569,2—564,0.. VI. 559,8—555,3 ; 
516,5 566,6 557,3 
(548,2—542,9).. VIII. 587.9—517,7; IX. 511,8..509.0—478,6 ; 
545,1 527,8 493,8 
a 468,7—464,5 ; Endabsorption: 436. 
466,6 


*) Dieselben spektroskopischen Zahlen wurden erhalten aus kry- 


stallisiertem Atioporphyrin, in das nach Grignard Magnesium ein- 
gefiihrt war. 


if 
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Reihenfolge nach der Lntensitat: IX, VII, 1, V, 1V, 
VI, Il, X, VII 
Kupfersalz des Atioporphyrins. 

In Chloroform gemessen: 


I. 573,2—546,2 ; Il. 537,2.. 508,2 ; 
559,7 522.6 
6227 
Il. (493,2—473,4); Endabsorption: 415. 
483,3 


Reihenfolge nach der Intensitit: I, LI. 


Atioporphyrin aus Rhodophyllinkalium. 

1 ¢ Rhodophyllinkalium, das wir Herrn Geheimrat W il!- 
stiitter verdanken, wurde nach Willstitter und Max 
Fischer!) decarboxyliert mit der einzigen Abweichung, dati 
der Natronkalk weggelassen und im Vakuum gearbeitet wurde. 
Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 23 mg. Es war krystal- 
lisiert. Dieses Produkt haben wir dann dreimal aus Chloro- 
form-methylalkohol umkrystallisiert und die erhaltenen 
Krystalle waren nach Prof. Steinmetz identisch mit den 
xnderen Atioporphyrinen. Besonders schéne Krystalle wurden 
auch aus Benzol erhalten (vgl. die Abbildung III in der XV. Mit- 
teilung). Bei dem spektroskopischen Vergleich mit den anderen 
Atioporphyrinen in Ather ergab sich eine geringfiigige Ab- 
weichung insofern, als der 2. Streifen um 1,5 wu nach Rot 
verschoben war; der Streifen II ist bei diesem Praparat an 
Intensitiit bedeutend stiirker, dafiir der Streifen TI] um so: 
schwiicher. 


625,1—619,1; if. 615,3—608,3; Ill. 598,.8—592,0: 

622,1 - 611,5 595,0 

IV. 580,7—571,1; V. 568,7—564,0; VI. 559.8—5A4,5: 
575,9 566,3 557,1 

VII. sehr unscharf bei etwa 545; VIN. 537,2—-517,5; 
527,38 

IX. 509,0—478,9; X. 468,0—464,5; Endabsorption: 437. 

493.9 466,2 


Liebig, Ann. der Chem. Bd. 400, 8. 186 (1913) und Diese Zs. 
Bd. 87, S. 494 (1918). 
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Reihentolge nach der Intensitit: IX, I, V, 1V, II, 
vi, 

Bei dieser geringfiigigen Abweichung halten wir in An- 
betracht des krystallographischen Befundes die Identitit fir 
bewiesen. unser Priparat noch geringfiigige Verun- 
reinigungen enthalten kann, ist natiirlich moéglich, denn die 
Verluste beim Umkrystallisieren waren so groB, daB zum 
SchluB so wenig Material vorhanden war, daB die Analyse 
nicht durchgefiihrt werden konnte. 


Krystallographische Untersuchung des Atio-,rhodo‘- 
porphyrins von Herrn Professor Steinmetz und Ver- 
gleich mit anderen ,,Atioporphyrinen®. 

Die Priiparate aus Chloroform-methylalkohol und Benzol 
yestehen aus x-formig sich durchkreuzenden Prismen, Krenzungs- 
winkel 73°. Jie Ausléschungsrichtung ist fiir beide Kreuz- 
halken identisch und bildet mit dem einen davon einen Winkel 
von 88—41°, mit dem andern einen von 32—35°. Die durch 
den spitzen Kreuzungswinkel gehende Schwingungsrichtung wird 
nahezu vollkommen absorbiert, die senkrechte dazu zeigt gelbe 
his orangerote Farbe. Demnach erweisen sich die Krystalle 

als sicherlich identisch mit dem ,,Dendriten“-Priparat von 
 Atio-wroporphyrin (vgl. die XII. Mitteilung’..) 

Weiterhin diirfte damit identisch sein: Atio-.hiimo“- 
porphyrin und Atio-mesoporphyrin (vgl. S. 140), sowie Atio- 
woporphyrin und Atio-,rhodo“-porphyrin. Von beiden 
Gruppen zeigt die erste in den mannigfachen Priparaten, die 
mir in letzter Zeit vorgelegt wurden, eine Auslischung der 
prismatisch entwickelten Krystalle von etwa 81—34°, die 
zweite eine solche von etwa 38—41°, eben die Ausléschungs- 
werte, die an den dendritisch oder kreuzfiérmig entwickelten 
Krystallen gleichzeitig beobachtet wurden. Damit stimmt auch 
an all diesen Priparaten der Dichroismus gelb — villige Ab- 
sorption. Die Verschiedenheiten der Ausléschungsschiefen 
heweisen also nur eine verschiedene krystallographische Aus- 
hildungsweise, je nachdem unter den obwaltenden Wachstums- 


") Diese Zs. Bd. 140, S. 223 (1924). 
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bedingungen, Lésungsmitteln und Lésungsgenossen, vorwiegend 
die Entwicklung des einen oder andern Kreuzbalkens zu; 
Ausbildung kam. q 


Damit erweist sich auch die friiher angenommene Identitit 
der Ausléschungswinkel ,,von 30—84° statt 39°“ als nicht vor. 
handen, nichts destoweniger aber miissen die beiden Kérpergruppen 
nach dem Vorhergehenden als identisch betrachtet werden. 

Kin Priparat von Atio-uroporphyrin (mit Hilger) aus 
Benzol erwies sich ebenfalls mit obigen identisch. Neben der 
Hauptmenge von kleinen Prismen mit schiefer Endigung und 
etwa 30—34° Ausléschung fanden sich auch einige der kreuwz- 
formigen Krystalle mit 71° Durchkreuzungswinkel. Unsyn- 
metrische Ausléschung von 39° und 32° und dem mit dem 
vorhergehenden Praparat identischen Dichroismus. 


Atioporphyrin aus Mesoporphyrin. 


Mesophyllin wurde aus Mesoporphyrin analog der Will. 
stiitterschen Vorschrift fiir Hamophyllin dargestellt. Es 
krystallisiert aus Ather schén und wurde aus Methylalkohol f 
umkrystallisiert. Hygroskopizitat auch der reinen Substan — 
verdient hervorgehoben zu werden. | 


5,148 mg Substanz gaben 0,318 mg MgO. 
C,,H;,,0,N,Mg Ber. Mg = 4,13°/, 
Gef. ,, = 3,73°, 


Aus dem Mesophyllin wurde das Atio-mesoporphyrin 10 & 
wesentlichen nach Willstatters Verfahren in unserer modi & 
fizierten Form durchgefihrt. Aus 800mg Mesophyllin wurde: & 
80 mg Atioporphyrin erhalten. Die nihere Beschreibung erfols ff 
in einer spiiteren Mitteilung. 


Zur Analyse dienten 2 Praparate A und B. A wag 
mit 5°/iger Salzsiure aus dem Phyllin extrahiert, B hatte 
den gesamten ReinigungsprozeB durchgemacht. Die Analyse! & 
sind iibereinstimmend. Zur Analyse war beide Male aus Chloro & 
form-methylalkohol umkrystallisiert. Getrocknet war bei 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz. : 
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Praparat A: 


I, 4,745 mg Substanz gaben 0,510 cem N (717 mm, 16°). 


IT. 4,690 mg 
0,070 mg Asche. 


Priiparat B: 


III. 5,460 mg Substanz gaben 16,045 mg CO,, 3,740 mg H,O (aschefrei). 


13,535 mg CO,, 


3,050 mg H,O und 


IV. 5,380 mg s » 0,579 cem N (725 mm, 15°). 
Ber.: C = 80,62, H-=7,62%, N= 11,76%, 
C = 80,289, H=8,01°, N = 11,719, 
C = 80,12°/, H = 1,81°/, N= 12,06%, 

Gef. I. C H — N = 11,98°/, 
Il. C= 79,909, H=7,399% N — 
il. C= 80,209”, H=17,679, -- 
IV. — H — N = 12,17%, 


Beim Durchschiitteln der atherischen Atio-mesoporphyrin- 
lisung mit 5°/,iger Salzsiure und eintigigem Stehen schied 
sich ein prachtvoll krystallisierter Kérper ab, der nach Elementar- 
analyse das Chlorhydrat des Atiomesoporphyrins darstellt. 

Zur Analyse wurde das Priparat bei 60° im Vakuum 
getrocknet, es ist hygroskopisch. 


I. 4,739 mg Substanz gaben 11,905 mg CO,, 3,950 mg H,O und 
0,024 mg Asche. 


II. 5,175 mg Substanz gaben 0,461 cem N (725mm, 15°). 


G,,H,,N,Cl, = 69,92°/, H = 6,979, N = 10,299, 
C = 69,66", H = 7,34°', N = 10,16%, 
C,,H,,N,Cl, C = 69,239), H = 7,139), N = 10,48, 
Gef.: I. C= 68,92% N  -- 
nach Abzug If. C _ H — N = 10,07°%, 
der Asche 


Absorptionsspektra. 


Mesophyllin in Ather. 


I. 648,6—639,5; Il. 624,8—620.5; IIT. 587,5—578,4; 


644,0 622,7 580,4 
IV. 560,9 550,3—533,0 . . 521,5; V. 505,3—482,3- 
541,6 493,7 


_ Atio-mesoporphyrin in Ather. 


626,6—618,5; 


II. 612,3—807,3; 
622,5 


609,8 


IIT. 598,8—F92,8: 
595,8 
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IV. 582,2—571,7; V. 569,8—563,7; 559,8—555,4; 


576,9 566,7 557,4 
VIL. 547,6—543,5; VIII. 538,1—517,8; IX. 511,8. . 508,5—479,2. 
527,9 
X, 468,5—463,5; Endabsorption: 439. 
466 ,0 
Reihenfolge nach der Intensitiéit: IX, VIII, 1, V, 1V, IU, Vi, 
II, X, VII. 


Das Spektrum stimmt sehr gut mit dem der andere) 
Atioporphyrine iiberein. 


Krystallographische Bestimmungen von Herrn Prot. 
Steinmetz bei 

a) Atio-mesoporphyrin. Das Priparat ist identisch 
mit Atio-himoporphyrin. Ausléschung etwa 82°, Absorption 
wie dort. 

b) Atio-porphyrin-Chlorhydrat. Undeutlich aus 
gebildete, sehr spitz verlaufende, iiuBerst diinne Niadelchen 
mit paralleler Ausléschung. Parallel den Nadeln ist dic f 
Schwingungsrichtung der langsameren Welle. 


Kupfersalz des Atio-mesoporphyrins. 


Kine Probe des Praparats wurde mit Kisessig-Kupferaceta' 
in der iiblichen Weise in das schén krystallisierte Kupfersal: 
iitbergefiihrt. 

I. 5,054 mg Substanz gaben 13,100 mg CO,, 2,880 mg H,O uni 


0,758 ng CuO. 
Il. 3,611 mg Substanz gaben 0,347 cem N (720 mm, 16°). 


(,,H,,N,Cu C=10,75°/, H=6,519/, N=10,65%, Cu=12,09" 
Gef.: I. C= 70,72°/, H=6,27°/, N — Cu = 11,98" 
at, C H N=10,76°/, Cu 


int 


Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XTV. Mitteilung. 


Uber Ooporphyrin und seine Uberfihrung in den Ester 
des Hamins. 
Von 
Hans Fischer und Fritz Lindner. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


‘Der Nedaktion zugegangen am 7. November 1924.) 


In der 1V. und IX. Mitteilung iiber die natiirlichen Por- 
phyrine wurde mit Kégl das Ooporphyrin aus Méven- und 
Kiebitzeierschalen in reinem krystallisiertem Zustand dargestellt 
und bewiesen, daB es im engsten Zusammenhang mit Hamin 
steht. Wir erhielten aus Ooporphyrin Mesoporphyrin, in 
das wir auch Papendiecks Schwefelwasserstoffporphyrinester 
‘iberfiihrten. Die krystallisierten EKisenkomplexsalze der Ester 
des Ooporphyrins, des Schwefelwasserstofiporphyrins und 
Kimmerers Porphyrins erwiesen sich durch die krystallo- 
graphische Messung als identisch. So war die Stellung dieser 
Porphyrine untereinander und zum Hiimin eindeutig festgelegt. 
Durch die Analyse des Esters war mit groBer Wahrscheinlich- 
keit die Formel C,,H,,0,N, festgestellt, jedoch konnte den Ana- 
lysen keine entscheidende Bedeutung wegen des relativ hohen 
Aschegehalts beigelegt werden. Durch das auBerordentliche 
Kntgegenkommen von Herrn Prof. Thienemann, Vogelwarte 
Rossitten, Herrn Dr. Nitzschke, Vorstand des Naturschutz- 
vereins in Wilhelmshaven und besonders Herrn Prof. Diels in 
Kiel sind wir in den Besitz groBer Mengen von Méveneier- 
schalen gekommen. Aus diesen stellten wir wiederum nach der 
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friiher beschriebenen Methode den Ooester in reinem krystalli- 
siertem Zustand (vgl. die Abb. IL in der XV. Mitteilung) dar, 
konnten aber die Ausbeuten der IV. Mitteilung nicht erreichen 
(nur 75°/,). Die dort angegebenen Zahlen beziehen sich aut 
Méveneierschalen, die aus der Miinchener Umgebung stammten, 
Der Unterschied zwischen den EKiern der Miinchener Miven 
und denen der Nordsee besteht in der GréBe. Die Kier der 
Nordseeméven sind fast dreifach so groB, leider aber wiichst 
die Farbstoffmenge nicht der vergréBerten Oberfliiche  ent- 
sprechend, sondern das Gegenteil ist der Fall. Man sielit das 
schon bet der makroskopischen Besichtigung. 

Kiebitzeierschalen sind besonders farbstoffreich und sind 
deshalb fiir die Gewinnung des Porphyrins sehr viel vorteil- 
hafter als Méveneierschalen. In letzter Zeit haben wir daher 
mit Kiebitzeierschalen gearbeitet, die wir insbesondere durch 
Herrn Professor Magnus in Utrecht in groBem MaBstab er- 
hielten. Herrn Prof. Magnus sind wir hierfiir zu grofem 
Dank verpflichtet, ebenso Frau Dorothea Tillmann aus 
Hamburg, die uns auch Kiebitzeierschalen zur Verfiiguns 
stellte. Sowohl aus Méven- wie auch aus Kiebitzeierschalen 
wurde wiederum der Ooester mit dem Schmelzp. 225° isoliert. 
AuBerordentlich schwer war es, ein aschefreies Priparat 2u 
erhalten. Erst als wir den krystallisierten Ester in Ather 
lésten, in Salzsiure hineintrieben, dann aus dieser nach Ab- 
stumpfen in Chloroform brachten und den Abdampfriickstand 
dann neuerdings veresterten, gelang es, ein nahezu aschefreies 
Priparat zu erhalten. Die Analysen dieses Priiparates ergaben 
einen eindeutigen Wert auf C,,H,,.0,N,. Durch Behandlung von 
Schalen von Méven- wie Kiebitzeiern mit Eisessig nach vorher- 
gegangener Knutkalkung mit 70°/,iger Exsigsiure und Uber- 
fiihrung in Ather erhielten wir das freie Ooporphyrin in derben 
Krystallen (von Prof. Steinmetz bestimmt) und fanden seine 
analytische Zusammensetzung in Bestitigung der obigen Formu- 
lierung zu ©,,H,,0O,N,. Insgesamt wurden etwa 15 kg LEier- 
schalen verarbeitet. 

In der friitheren Arbeit ist bereits der Ooester in Himato- 
porphyrin mit Hilfe von Eisessig-Bromwasserstoff iibergefiihr! 
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worden, die Identifikation konnte aber nur auf spektroskopischem 
- Wege wegen Materialmangels erfolgen. Wir haben den Ver- 
such wiederhult und krystallisiertes Hamatoporphyrin als 
-Chlorhydrat erhalten, das durch seine chemischen Kigenschaften 
und durch krystallographische Messungen des Herrn Prof. 
‘Steinmetz mit Hamatoporphyrinchlorhydrat identifiziert wurde. 
i Weiterhin haben wir Ooester nach zweitiigigem Stehen mit 


Hisessig-Bromwasserstoff dem Verfahren von Kiister und 


 Deihle unterworfen und haben das schén krystallisierende 
Tetramethylhimatoporphyrin erhalten mit dem richtigen Schmelz- 
punkt. So ist also nun Ooporphyrin sowohl in Meso- wie in 
_ Himatoporphyrin und dessen Tetramethylester iibergefiihrt und 
/ da nach den Analysenzahlen Ooporphyrin um 2 Mol. Wasser 
| ivmer ist wie Himatoporphyrin, lag es nahe, die Uberfiihrung 


des Himatoporphyrins in Ooporphyrin zu versuchen. Dak 


_Hamatoporphyrin Wasser leicht abspaltet, haben schon Will- 
stitter und M. Fischer’) festgestellt. Die Autoren fanden, 
dab Hamatoporphyrin bei 105° im Hochvakuum 2 Mol. Wasser 
_verliert, erhielten aber das neu entstandene Porphyrin nicht 


krystallisiert. Wir haben den Versuch wiederholt und 2 bis 


3 Stunden erhitzt und konnten feststellen, daB nach dieser Zeit 
2Mol. Wasser abgespalten sind. Am schnellsten erreicht man 
die Wasserabspaltung im Hochvakuum bei 165°, jedoch emp- 
iiehlt es sich, nicht mehr als 50 mg auf einmal zu erhitzen. 
Durch Veresterung des Priparates konnte wieder ein mit Oo- 
ester identisches Priparat gewonnen werden. Endlich haben 
wir den schon mit Kégl dargestellten Oohiminester neuerdings 


gewonnen (siehe Abb. I in der XV. Mitteilung) und Herr Professor 


Steinmetz hat krystallographisch die Identitiit mit Himinester 
konstatiert. So ist nunmehr eindeutig die Stellung des Oo- 
‘porphyrins, so wie wir es schon friher angenommen haben, 
‘gegentiber Himin festgelegt. Ooporphyrin ist einfach ein 
Hanin, aus dem das Eisen abgespalten ist. 


In Ubereinstimmung damit steht die friher festgestellte 


| Ldentitat mit Kimmerers Porphyrin, ebenso die mit Papen- 


') Diese Zs. Bd. 87, S. 463 (1918). 


| 
| 
| | 
(| | 
| 
| 
r. 

US 

no 

0 |), 
It, 

m 

ey 

b- 

nd 

ies 

en 

en 

ine 

er- 


144 Hans Fischer und Fritz Lindner, 


diecks Schwefelwasserstofiporphyrin. Mit letzterem habe), 
wir neuerdings auch den Mischschmelzpunkt genommen, de 
keine Depression ergab. 

Im Vogelorganismus erfolgt offenbar Autolyse des Blut. 
farbstofts in der Weise, wie es von Fischer, Kaimmerey 
und Kiihner in Bestitigung der Versuche von Hoagland’ 
festgestellt wurde. Bei diesen Versuchen und auch de 
bakteriologischen Versuchen von Kiimmerer ist der Reaktions- 
mechanismus sicherlich der gleiche, aber verschieden von den, 
den Hoppe-Seyler’), Laidlaw’) und neuerdings Schumm! 
und Papendieck’) bei gealtertem oder reduziertem Blut be- 
obachtet haben. Bei den Autolysen- und bakteriologischen Ver- 


suchen geniigt die Anwendung von EKisessig, um das Porphyrin § 
nachzuweisen. Bei den zuletzt genannten Versuchen nicht. Wir f 


haben mit Schwetelwasserstoff behandeltes Blut in Hisessig ge- 


eossen, vom Koagulum abfiltriert, mit Ather und Wasser ver f 


setzt, so erfolgt keine Porphyrinbildung, es krystallisiert das kon- 


plexe Hisensalz aus. Es ist also bei dem kiinstlichen Versuche f 
vielleicht nur der Valenzwechsel des Hisens, der die Lockerung 
dieses Metalles bewirkt, so daB es wohl mit Mineralsiure heravs- f 
lésbar ist, aber nicht mit Kisessig. Bei den biologischen Ve- — 
suchen kommt noch ein Agens hinzu, wahrscheinlich Ferment- 
wirkung, die die Kisenabspaltung schon durch Essigsiur 
ermiglicht. Die Resultate dieser Versuche stimmen mit der > 


Willstitterschen Auffassung der 
iiberein, letzterer nimmt an, daB eine Athinbriicke von de 
?-Stellung zum Stickstoff des einen Pyrrolkernes fihrt, wiihren' 
der zweite eine freie Vinylgruppe trigt und die Himatoporphyr- 
hildung findet dann entsprechend folgendem Schema statt: 


1) Diese Zs. Bd. 189, S. 108 (1924) und Chem. Zbl. 1917, 8. 7°. 
*) Med.-chemische Untersuchungen. 

%) Jl. of Physiol. Bd. 31, S. 464 (1904). 

‘) Diese Zs. Bd. 132, S. 60 (1924). 

) Diese Zs. Bd. 134, S. 158 (1924). 
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—CH=CHBr 
HNC 
c——-C 
HN 
HOH,C—H,C— 


So kommt die Himatoporphyrinformel von Willstiitter 


zustande, die in bezug auf die Konstitution der basischen 


 Pyrrolkerne die an 8. Stelle angefithrte Konstitution III be- 


- | sitzt. Die in der Formel I angegebene Bindung zwischen 


Stickstoff und Kohlenstoff lést sich wohl unter dem EinfluB 


der Mineralsaiure, aber nicht unter dem EinfluB von Kssigsiure, 
_wihrend bei den biologischen Versuchen die Bindung schon 


durch Eisessig gelést wird, oder gar nicht mehr vorhanden ist. 
-— Auf diese Verhiltnisse ist auch schon in der XI. Mitteilung 


_itber Porphyrine, S. 110 hingewiesen worden. Wie schon er- 


-waibnt, haben wir aus Himatoporphyrin durch Abspaltung von 


2 Mol. Wasser Ooporphyrin erhalten. Hieraus folgt, daB das 


Qoporphyrin nicht 2 Vinylgruppen tragt, wie wir friiher an- 
' genommen haben, sondern wahrscheinlich eine Vinylgruppe 
ind eine Acetylengruppe, wie folgende Formel es erlautert: 


H,C=H C=CH 
Auf die Struktur des Kernes wollen wir hier nicht niher 


= Pyrrolgeriist. 


eingehen. Mit der Annahme der Acetylengruppe wird dann 
auch die Unbestandigkeit des Ooesters verstindlich, der sich 
ja auBerordentlich leicht polymerisiert, ebenso vielleicht auch 
ie Bildung eines sehr schwer léslichen Natriumsalzes. 


Bei der Behandlung mit Ferroacetat, wie dies bei der 


Kinfithrung des Kisens ausgeféhrt wird, kann man dann eine 
Isomerisation annehmen derart, daB die Acetylengruppe sich 
‘anlagert an die Pyrrolimingruppe und wieder RingschluB ein- 
tritt. Vielleicht erklart sich so die experimentelle Tatsache, 
daB in die Porphyrine das Eisen (III) nur mit Hilfe von Kisen- 


oxydul einfiihrbar ist. 
SchlieBlich haben wir noch Anhaltspunkte fiir die Moglich- 


‘keit des Vorkommens von Gallenfarbstoff in den EKierschalen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 10 
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gewonnen. Wenn man diese mit 70°/,iger Kssigsiure extra. 


hiert, so erhilt man zuniichst eine grasgriine Lésung, die 


Porphyrin enthilt und aus der der griine Farbstoff (bis jetz P 
nur in amorphem Zustand) in Flocken abscheidbar ist. Kine | 
Probe dieses Farbstoffs haben wir mit Natriumamalgam redy. 
ziert und hiernach eine intensive Ehrlichsche Aldehydreaktioy 


beobachtet. Ein solches Verhalten hat bis jetzt noch kein f ‘ 


Blutfarbstoffderivat gezeigt und wir halten diese Beobachtung — 
fir den ersten Anhaltspunkt dafiir, daB in den Kierschaley | 
vielleicht Gallenfarbstofi enthalten ist. Die Untersuchung 
hieriiber wird fortgesetzt. 

Endlich fassen wir in folgender Zusammenstellung da > 
Hauptergebnis dieser Mitteilung zusammen unter Mitverwertung : 
der mit R. Miller in der XV. Mitteilung zu beschreibende: i 


Resultate. 
Mesoporphyrin 


Tetramethylhimatoporphyrin == Ooporphyrinester == Himatoporphyri: 


Y 

Himinester 
Es ist also auch zum ersten Male einwandfrei die Riick-— 
verwandlung von Hiamatoporphyrin in Hamin(ester) gelungen,— 
und die analytische Zusammensetzung des Ooporphyrins ist inf 
absolut eindeutiger Weise festgelegt. 
Nach dieser Erkenntnis im Zusammenhang mit dem mif 
in der IX. Mitteilung!) erbrachten Identititsnachweis 
Kisensalzes von Kiimmerers Porphyrinester, des ,,H,S- Esters’ 
und des Oohiminesters war es in héchstem MaBe wahrscheil- 
lich, auch die von Schumm beschriebenen Porphyry 
aus Blutfarbstoff — das Chlorwasserstoffporphyrin, das Kohlet: 
dioxydporphyrin usw. — identisch sind, mit Ooporpbyrin. 
Herrn Piitzer wurde der Identitiitsbeweis dieser Porpbyrivt—e 
mit Ooporphyrinester bzw. Kimmerers Porphyrinester usv.— 
durchgefiihrt. Die Methode der Isolierung der Porphyrint® 
haben wir betrichtlich vereinfacht, indem wir das gealtertey 

bzw. mit behandelte Blut in konzentrierte Salz- 


') Diese Zs. Bd. 188, S. 263 (1924). 
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‘ jure eintragen, wie dies schon Schumm getan hat, dann aber 
q mit Natronlauge nur abstumpfen, bis die Salzsiurekonzentration 
3 etwas unter 10°/, betragt. Das EiweiB flockt nun nahezu farb- 
los aus und ist leicht entfernbar. Durch weitere Neutralisation 
scheidet sich dann das Porphyrin relativ rein ab, das wir dann 
- entweder wie friiher beschrieben tiber das Natronsalz reinigen 
; oder auch direkt mit Chlorwasserstoff-Methylalkohol verestern. 
j Der Schmelz- und Misch-Schmelzpunkt des Esters des Kohlen- 
| dioxydporphyrins und HCl-Porphyrins gab mit den anderen 
stern keinerlei Depression. Die Analyse ergab 73,03°/, C 
- und 6,41°/, H, wiahrend die Theorie des Ooesters 73,19°/, C 
- und 6,49°/, H verlangt. Ooester, Ester von Kimmerers Por- 
phyrin, Papendiecks Ester, Ester des ,,Kohlensaure-Por- 
phyrins“, des ,,Chlorwasserstoff-Porphyrins“, sind also simtlich 
 identisch; somit ist der Standpunkt, den wir von Anfang an 
in dieser Frage vertreten haben, richtig. Es wird sich emp- 
 fehlen, fiir all diese Porphyrine einen gemeinsamen Namen zu 


wihlen und wir schlagen den Namen ,,Proto-Porphyrin“ vor. 
Sollte durchaus der Name eines Autors fiir diese Porphyrine 
gewahlt werden, so hielte ich es fiir richtig, diese Porphyrine 
unter dem Namen des Entdeckers der ,,Siiure-Reaktion des 
Blutes* zusammenzufassen und das Porphyrin als ,,Hoppe- 
Seylers- Porphyrin“ zu bezeichnen. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Ooporphyrinesters aus Méveneierschalen. 


Bei der Darstellung des Ooesters wurde im allgemeinen 
nach der in der J. Mitteilung von H. Fischer und F. Kégl 
gegebenen Vorschrift gearbeitet und der Ester zunichst mehr- 
mals aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert. Da es 
jedoch auf diese Weise nicht gelang, ein aschefreies Produkt 
zu gewinnen, wurde zur weiteren Reinigung folgender Weg 
eingeschlagen: 

100 mg krystallisierter Ooester wurden in 300 cem Ather 
unter Zusatz von etwas Nisessig geliést und die filtrierte 


Lisung im Scheidetrichter mit 5°/, iger Salzsiure extrahiert. 
10* 
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Das Porphyrin ging fast vollstindig mit rein roter Farbe jy 
die Salzséure, eine sehr geringe flockige Abscheidung an de § 


Grenzschicht wurde abfiltriert und verworfen. Die salzsaure§ gr 


Lésung blieb itiber Nacht stehen, am nichsten Morgen wurk 
mit Chloroform unterschichtet und mit Sodalésung alkaliscl 
gemacht. Dabei ging jedoch nur ein Teil des Farbstofis iy § 


das Chloroform (Lésung A), der andere Teil schied sich iy 


Flocken ab, woraus geschlossen werden kann, daB beim Steher f 
in Salzsiiure teilweise Verseifung des Esters eingetreten war > 
Die Abscheidung wurde abfiltriert, ausgewaschen und getrocknet § 
und dann zusammen mit dem aus der Chlorofo:mlésung if 


erhaltenen Abdampfriickstand durch Stehenlassen in gesiittigte 
Methylalkoholsalzsiure verestert. Der so gewonnene Ester 
wurde zweimal aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert 


und so 89 mg eines halogen- und fast aschefreien Produkts § 


erhalten. Schmelzpunkt scharf bei 225°. Zur Analyse wurde 
im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 55° konstant getrocknet. 
5,080 mg Subst. gab. 13,615 mg CO,'), 3,080 mg H,0, 0,01 mg Asche. 
5,046 mgs. .. 0,436 cem N, 719 mm Hg bei 17°. 
3,025 mg 2,445 mg AgJ. 
Fiir C,,H,,0,N, 
Ber. C 73,18°/, H 6,49°/, O 10,84°,, N 9,49°/, OCH, 10,51°/, 
Gef. 73,18 6,79 9,62 10,68 
Der Mischschmelzpunkt des Esters mit einem Priparat 
von Papendiecks Ester vom Schmelzp. 223—225° lag bei 
223°. Aus Benzol krystallisiert der Ester in schénen prismen- 


artigen Nadeln (Abb. IL in der XY. Mitteilung). 


Darstellung des freien Ooporphyrins. 


Zur Gewinnung des freien Ooporphyrins aus den Méven- 
eierschalen unter méglichst schonenden. Bedingungen wurile 
folgendes Verfahren ausgearbeitet: 

750 g Schalen wurden mit 2 kg 70°/, iger Essigsaéure an- 
gesetzt und so der gréBte Teil des Kalks herausgelést. Ks 
wurde dann von der griin gefirbten Lisung, die keine nach- 
weisbare Menge von Porphyrin enthielt, abfiltriert und dic 


') Fiir die Ausfihrung der Mikroanalysen (nach Pregl!) danken 
wir den Herren Schubert (C + H), Niemann (Nj und R. Miller (OCH,). 
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Parallelogramms mit einem ebenen 
Kantenwinkel von etwa42°; angenihert 
parallel der kurzen Kante muB eine es 
 Schwingungsrichtung von sehr starker 
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 Schalenriickstinde mit 1,2 Liter Kisessig tibergossen. Beim 
Stehen gehen dann die Farbstoffe innerhalb einiger Tage zum 
grobten Teil mit dichroitisch tief griimroter Farbe in den Kis- 
essig. Die Lésung wird abfiltriert und im Vakuum bei 50° 
der gréBte Teil des Kisessigs weggedampft. Der Rest wird 
im Scheidetrichter mit dem gleichen Volumen Ather versetzt 


und mit Wasser vorsichtig entmischt. Beim weiteren Aus- 
waschen der Atherlésung mit Wasser farbt sich das Wasch- 


wasser anfangs grasgriin, die Atherlésung bleibt dichroitisch 
blau-griin-rot gefirbt und zeigt tiefrote Fluorescenz. Der 
 Farbstoff wird nun dem Ather mit 5°/,iger Salzsiure ent- 


zogen und geht mit dichroitisch blauroter Farbe in diese. 


' Beim Stehen der salzsauren Lésung scheidet sich dann der 


Begleitfarbstoff in griinen Flocken ab und nach dem Filtrieren 


_ ist die Lésung rein rot. Sie wird mit Natronlauge vorsichtig ab- 
cestumpft und mit Natriumacetat essigsauer gemacht, worauf sich 
das Porphyrin in braunen Flocken abscheidet. Es wird abfiltriert 
und nach dem Trocknen in Kisessig gelést. Dann wird im Scheide- 


trichter mit Ather versetzt, mit Wasser entmischt und rasch 


| 5-4mal ausgewaschen. Bei sehr raschem Arbeiten scheidet 
sich dabei nur wenig Porphyrin amorph ab und beim Eindunsten 


ler filtrierten Lésung krystallisiert das freie Porphyrin aus. 


Krystallographischer Befund (Prof. Steinmetz). 
Dem Habitus nach wahrscheinlich monokline Krystalle, 


iiufig zu Gruppen verwachsen; eine Anzahl davon scheinen 
geformte Dendriten von ge- 
-leinsamer Orientierung zu sein; der 


Einzelkrystall eines solchen Dendriten 
zeigte die Begrenzung eines liinglichen 


Absorption liegen, wahrend die dazu senkrechte Schwingungs- 
richtung dunkelrotes Licht hindurchlaft. Der andere Balken des 
Meudriten war undeutlich begrenzt, scheint aber dieselbe optische 
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Orientierung zu haben, da die dichroitische Farbung fir das ganz — 
Gebilde einheitlich ist. Da man kein Kennzeichen fiir die Lag: § 


des Dendriten auf dem Objekttriger hat, so kommt dem Winkel. 

wert von 42° noch nicht der Charakter einer Konstante zu. 
Zur Analyse wurde dann nochmals aus Kisessigiither un. 

krystallisiert und bei 60° konstant getrocknet. Das so er. 


haltene Produkt war asche- und halogenfrei, es schmolz nicht § 


beim Erhitzen bis 300°. 
4,911 mg Substanz gaben 3,13 mg H,O, 13,05 ng CO,. 


3,894 mg ,, 2,00 mg H,O, 10,285 mg COQ,. 

4,960 mg 13,16 mg CO,, 2,65 mg 

5,110 mg ™ . 0,437 eem N, 725 mm bei 15°. 
Fiir C,,H,,0,N, 
Ber. C 72,56 H 6,09 9, O 11,38°/, 9,96°) 
Gef. 72,50, 72.09, 72,39 7,13, 5,75, 5,98 9,67 

Spektrum der reinen Substanz in Ather: 

635,6—629,2;  606,4—604,3;  589,4—582,8; 73,8: 

632,4 605,5 586,1 576,1 

543,7—530,1;  515,8—489,9; Endabsorption: 447. 

536,9 502,9 


Eisenkomplexsalz des Ooesters (Abb. I in der XV. Mitteilung. 


Der Ooester wurde in der iiblichen Weise mit einer Aut 
lésung von Ejisenpulver in siedendem Lisessig unter Zusat/ 
von etwas Kochsalz 3 Minuten gekocht, mit Chloroform ver- 
setzt und mit Wasser entmischt. Beim Eindunsten der Chloro- 
formlésung wurde das Komplexsalz krystallisiert erbalte:. 
Als Vergleichspriparat wurde Himinester aus Himin dar- 
gestellt und ebenfalls aus Chloroform krystallisiert. Krystallo- 
graphischer Befund (Prof. Steinmetz). 

»Himinester aus Ooporphyrinester: sehr diinne Krystillchen 
von wetzsteinihnlichem Umri8. Ausléschung parallel dem 
gréBten und kleinsten Durchmesser; dichroitisch: Schwingunget 
parallel dem kleinsten Durchmesser hellgelb, parallel dem 
gréBten fast voéllige Absorption. Das Kontrollpriparat zeigt 
vollige Identitit damit. Die friher') angegebenen Winkel von 


1) Diese Zs. Bd. 138, 8. 274 (1924). 


es: 4 


| 
| 
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15 bzw. 30° der Begrenzungskanten kinnen hier nicht fest- 


gestellt werden, da in beiden Priparaten die Begrenzungen 


‘— yéllig gleichmaBig gekriimmt sind, was eben zu der wetzstein- 


‘ihnlichen Form tiihrt und kein Widerspruch gegen Identitat ist.“ 


Uberfiihrung des Ooporphyrins in Hamatoporphyrin. 

0,09 g krystallisierter Ooester wurden mit 5 ccm Eisessig- 
bromwasserstoff im Reagenzglas eingeschmolzen und durch 
kurzes Schiitteln in Lésung gebracht. Spektrum der Kisessig- 
bromwasserstofilésung: 

1. Streifen 608,2—599,8; sehwacher Schatten 585,8—573,8 ; 

604,0 582,3 

2. Streiten 568,5—550,8 . 

559,6 


Nach 8 Tagen wurde in 40 ccm Wasser gegossen und 
sofort von geringfiigigen Abscheidungen abfiltriert. Dann wurde 
mit Natronlauge abgestumpft und mit Natriumacetat essigsauer 
gemacht. Das ausgeschiedene Porphyrin wurde abfiltriert. 
Kine Probe zeigt in Ather folgendes Spektrum: 


I. 626,9—621,2; ID. 599,8—594,0; III. 582,8—573,3 ; 


624,1 596,7 578,1 
TV. 570,7—566,1; V. 537,0—522,3; VI. 508,3—482,4; E.-A. 431. 
568,4 529.7 495,4 


In 25 °/, iger Salzsiure: 
I. 600,2—590,5; II. 579,1—571.0; LIL. 561,4—541,6; EA, 427. 
595,4 575,1 551,5 


Von dem Porphyrin wurden nun 10 mg in 2,5 cem n/10. 
NaOH gelést, mit einigen Tropfen 33 °/, iger NaOH das Natrium- 
salz gefallt, auf einem kleinen Filter abfiltriert und das noch 
feuchte Filter mit 1,5 ccm heiBer, 2,5°/, iger Salzsiiure extrahiert. 
Beim Eindunsten an der Luft wurde das Chlorhydrat des Himato- 
porphyrins in den charakteristischen Nadeln erhalten. Herr 
Prof. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, das Praparat 
init einem gleichzeitig aus 10 mg amorphem Himatoporphyrin 
dargestellten Priparat von Hiimatoporphyrinchlorhydrat zu ver- 
gleichen. Krystallographischer Befund (Prof. Steinmetz). 
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»Hamatoporphyrin aus Ooporphyrin: sehr kleine diny 
Nadeln zu kugeligen Gebilden angeordnet, ohne erkennbare 
charakteristische Begrenzungsform; spieBig auslaufend. Aus. 
léschung genau oder sehr angendhert parallel; dichroitisc)): 
Schwingungsrichtung parallel den Nadeln hellgelb, senkrecht 
dazu fast véllige Absorption. Die Schwingungsrichtung parallel 
den Nadeln ist die der gréBeren Lichtgeschwindigkeit. Das 
Kontrollpriparat von Hamatoporphyrin-chlorhydrat zeigt etwas 
dickere Krystalle, die gleichfalls parallele Ausléschung, den- 
selben Dichroismus und denselben optischen Charakter aut- 
weisen. Krystallographisch kénnen die beiden Priparate dem- 
nach als identisch gelten.“ 


Wasserabspaltung aus Hamatoporphyrin. 


Fiir die Versuche wurde ein amorphes Himatoporphyrin be- 
niitzt,das aus krystallisiertem Himatoporphyrin-chlorhydrat durcli 
Lésen in n/10-NaOH und Ansiauern mit Essigsiure gewonnen 
wurde. Es wurde im evakuierten Revolverexsiccator bei 105’ 
konstant getrocknet und dabei bei 64,8 mg Hiimatoporphyrin einc 
Gewichtsabnahme von 5,2 mg = 8°/, festgestellt (6,03°/, ent- 
sprechen 2H,O). Weitere Versuche verliefen analog. 

Kine Probe des getrockneten Priparates wurde in Eisessig ge- 
lést, mit Ather versetzt und mit Wasser entmischt. Die mehrmals 
mit Wasser gewaschene Atherlosung zeigte folgendes Spektrum: 


1. 635,8—628,9; schwacher Schatten bei 605,6; IL. 589,9—581,7; 


632,4 585,8 
IT], 578,9—573,0; IV. 544,6—531,5; V. 517,8—489,7. 
576,0 538,1 503,7 


Kine Atherlésung des Ausgangsmaterials zeigte folgendes 
Spektrum: | 


I. 626,8—622,4 ; Il. 599,0—595,9 ; 582,7—574,4 
624,6 597,5 578,6 
IV. 5704—566,8: V. 583,4—524,8; VI. 510,2—488,2; E.-A. 447. 
568,6 528,9 499,2 


Kine Mischung von gleichen Teilen Ausgangs- und End- 
material zeigte ein typisches Doppelspektrum, in dem besonders 


| 

§ 
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) die ersten Streifen im Rot deutlich nebeneinander auftraten, 
waibhrend die ubrigen Streifen sehr unscharf begrenzt waren. 


1. 635,0—630,5 ; 626,7—622,4 ; II. nach Vorbeschattung 
632,7 624,5 
588,7—573,6; Beschattung setzt sich fort bis 567,2; ILI. nach Vor- 
581,2 


 beschattung: 540,3—528,4; Beschattung setzt sich fort bis 524,7; 


534,4 


IV. 514,8—490,0 (unscharf). 


502,4 


Darstellung des QOoporphyrinesters aus Hamatoporphyrin. 


250 mg des aus Hiimatoporphyrin durch Wasserabspaltung 
gewonnenen Materials wurden mit 30g Methylalkohol, der 
5°/, HCl enthielt, durch +/, stiindiges Kochen am Riickflub- 


_ kiihler verestert. Die Lisung wurde im Vakuum bei 35° zur 


Trockne verdampft, mit Chloroform aufgenommen, die Chloro- 
formlésung mit Sodalésung durchgeschiittelt und mit Wasser 


neutral gewaschen. Es wurde wieder im Vakuum stark ein- 
- geengt und mit siedendem Methylalkohol versetzt, woraut der 
Ester auskrystallisierte. Nach nochmaligem Umkrystallisieren 
das Priparat den Schmelzp. 222—223°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit Ooester zeigte keine Depression. Eine 
Chloroformlésung zeigte folgendes Spektrum: 


I. 635,8—626.3 ; If. 605,2—602,2 590,8—570,3 ; 
631,1 603,7 580,4 


AV, 551,6—531,1; V. 519,5—492,0; Endabsorption: 447. 


541,4 505,8 


Uberfiihrung von Ooporphyrinester in Tetramethyl- 
hamatoporphyrin. 
(,2 g krystallisierter Ooester wurden mit 4 ccm Hisessig- 
bromwasserstoff im Reagenzglas eingeschmolzen und durch 


| Schiitteln in Liésung gebracht. Nach 8 Tagen wurde im 


Vakuum bei 70° eingedunstet, mit 4 ccm absolutem Methyl- 


) alkohol aufgenommen und 10 Minuten auf 50° erwiirmt. Nach 


dem Filtrieren wurden 1,2 ccm einer Lésung von 4g KOH 
in 80 com Methylalkohol zugegeben und von der Abscheidung 
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abfiltriert. Beim Stehen der methylalkoholischen Lésung 
krystallisiert das Tetramethylhamatoporphyrin aus. Es wurde 
in Chloroform gelést, zur Trockne verdampft und nochmal; 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Das Tetramethylhimato. 
porphyrin wurde so in quadratischen Blittchen vom Schmelz. 
punkt 163—165° erhalten. 
4,858 mg Substanz gaben 6,580 mg AgJ. 
Ber. OCH, 18,96%,  Gef. OCH 17,99%, 


Spektrum der Chloroformlosung. 


1. 628,4—618,1 ; II. 600,2—592,6 ; 584,6—564,’ 
623,2 596,4 574,5 
IV. 543,1—525,0; V. 515,8—483,3. 
534,1 499,5 


Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XV. Mitteilung.*) 


Uber die Tetramethylhamatoporphyrinester und ihre 
Uberfiihrung in Ooporphyrinester. 
Von Hans Fischer und Richard Miiller. 
Mit 4 Figuren im Text und 1 Tafel. 


‘Aus dem Organisch-cbemischen Institut der Technischen Hochschule in Mfinehen. 


(Der Redaktion zugegangen am 7, November 1924.) 


Die Tetramethylverbindung des Himatoporphyrins wurde 
aziemlich gleichzeitig von W. Kiister und P. Deihle?) einer- 
seits, von R. Willstitter und Max Fischer’) andererseits 
in reinem krystallisierten Zustand dargestellt. W. Kiister 
gibt den Schmelzp. 128° an, wahrend Willstitter ihn bei 
163° findet. Wir haben die Tetramethylverbindung einer 
ueueren Untersuchung unterzogen und im ganzen vier ver- 
schieden krystallisierte Ester beobachtet, die wir mit A, B, 
C und D bezeichnen, die sich durch den Schmelzpunkt und 
den krystallographischen Befund scharf unterscheiden. Die 
Schmelzpunkte sind: 


A 185° 
B 178,5° 
C 140° 
D 110° 


Alle Formen sind von Herrn Professor Steinmetz kry- 
stallographisch untersucht worden. Wir danken iam auch an 


1) Diese Zs. Bd. 86, S. 51 (1913). 

*) Diese Zs. Bd. 87, 8. 470 (1913). 

*) Der wesentliche Inhalt der XII. bis XV. Mitteilung wurde am 
20. 12. 24. auf der Zusammenkunft siidwestdeutscher Chemie-Dozenten in 
Stuttgart vorgetragen. 
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dieser Stelle bestens. Nach dieser Untersuchung krystallisier 
A in Nadeln, B in gut ausgebildeten abgeschnittenen Doppel- 
pyramiden, C in Wirfeln. A und D sind krystallographisch 
identisch, obwohl eine Schmelzpunktsdifferenz von 75° besteht. 
Durch Umkrystallisieren konnte das Priparat von 185° in das 
Praparat von 110° iibergefiihrt werden, auch gelang die Uber- 
fihrung des niedrig schmelzenden Esters in den hoch schmel- 
zenden. Der Schmelzpunkt von 110° wird nur dann beob- 
achtet, wenn sehr schnell erhitzt wird und dann verwandelt 
sich innerhalb weniger Sekunden die Schmelze wieder in eine 
feste Masse, die ihrerseits dann erst bei 179° oder hodher 
unter Zersetzung schmilzt. Auch beim lingeren Lagern steigt 
der Schmelzpunkt von D. So erklart sich die krystallo- 
graphische Identitit der beiden Formen zwanglos. 

Diese Priiparate waren nach dem Verfahren von Kiister 
und Deihle dargestellt. Bei der Herstellung nach dem 
Willstatterschen Verfahren iiber das Dibromhydrat des 
Hamatoporphyrin-bromwasserstoffesters wurden nur zwei Formen 
erhalten, Wiirfel (C) und Doppelpyramiden (B). 


Immer werden diese vier verschiedenen Formen nicht erhalten. 
Herr Biumler, den wir die Angaben nacharbeiten lieBen, fand nach 
dem Kiisterschen Verfahren nur A und D, d.h. die hoch schmelzende 
und die niedrig schmelzende Form und konnte auch beide ineinander 
iiberfiihren, wihrend beim Arbeiten nach dem Willstitterschen Ver- 
fahren er ausschlieblich D erhielt vom Schmelzp. 110°, wihrend Will- 
stitter und Max Fischer hier den Schmelzp. 163° beobachteten. 


Weiterhin haben wir noch ein Tetramethylhimato- 
porphyrin beobachtet, das den Schmelzp. 152° besitzt und das 
in Wiirfeln krystallisiert. Indessen méchten wir darauf kein 
sonderliches Gewicht legen und zwar deshalb, weil diese Form 
von Steinmetz nicht krystallographisch bestimmt werden 
konnte und wir der Verschiedenheit der Schmelzpunkte allein 
in Anbetracht dessen, daf es sich beim Tetramethylhimato- 
porphyrin um eine unter Zersetzung schmelzende Substanz 
handelt, keine ausschlaggebende Bedeutung beilegen wollen, 
wenn nicht krystallographische Verschiedenheit zu konstatieren 
ist. Wir halten es deshalb fiir das wahrscheinlichste, daB die 
drei krystallographisch verschiedenen Formen Strukturisomere 
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sind, wibrend bei den iibrig beobachteten Formen, insbesondere 
hei A, es sich wohl um Isomorphie handelt. Nach Will- 
stitters Hiamatoporphyrinformel sind stereoisomere Ester 


On 
CH,—C——CH cH——C- CH=CH 
CO,H \o— of 
CH,—CH,--C-—~¢ C-—=C—CH,—CH, 
\NA HNC 
CH,—C= ¢—=U—CH, 
CH, cH, 


méglich. In dieser Formel befindet sich bei Pyrrolkern LV 
eine Oxyvinylgruppe und hierdurch sind zwei stereoisomere 
Formen denkbar, je nachdem die OCH,-Gruppe in Syn- oder 
Anti-Stellung zum Pyrrolkern steht. Weitere Isomerien sind 
méglich durch Verschiebung der Doppelbindungen an den beiden 
Briicken-Kohlenstoff-Atomen [vgl. hierzu Diese Zs. Bd. 127, 8. 63 
(1923}]. Kiister’) faBt die Seitenketten des Himatoporphyrins 
baw. des Himatoporpbyrinesters als gesiittigte Gebilde aut und 
zwar hat er durch Oxydation des Tetramethylhimatoporphyrin- 
esters ein methoxyliertes ,[mid“ erhalten, dem entweder die 
Konstitution If oder III zukommt und hieraus folgert er dann 
riickwirts die analogen Seitenketten im Hamatoporphyrin. 


Ul 
CcO—C—CH, cO—C—CH, 
HN HN Tl 
CH,OCH, 
OCH, 


Nach der Kiisterschen Formulierung kann man erwarten, 
daB zwei stabile, isomere Himatoporphyrine entstehen in der 
Voraussetzung, daB bei der Reduktion sowohl ein Imid von 
der Konstitution II wie von Konstitution III erhalten wird. 
Da es sich aber bei den Estern dann um Stellungsisomerie 


') Abderhaldens Bio. Handlex. Bd. 10 8S. 24 (1928). 
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handeln wird, wire wohl eine Verwandlung der Ester ineinander 
unter so milden Bedingungen, wie wir sie gefunden haben, 
ausgeschlossen. Hierfiir miBte man in diesem Fall wohl das 
Kerngeriist mit zur Erklirung heranziehen. Experimentell 
muBte es sich entscheiden lassen, ob die Verschiedenheit der 
Ester durch Isomerie in den Seitenketten bedingt ist oder 
nicht. Willstatter und M. Fischer haben beobachtet, daB die 
Tetramethylverbindung des Himatoporphyrins beim Schmelzen 
zunichst Methylalkohol abgibt und das Hamatoporphyrin 
beim Erhitzen im Hochvakuum auf 105° Wasser abspaltet. 
Beide Reaktionen sind von ihnen nicht eingehender untersucht 
worden. Wenn Stereoisomerie der Seitenketten, so wie es die 
Willstattersche Formel erméglicht, vorliegt, so miiBte bei 
der Methylalkoholabspaltung bzw. Wasserabspaltung die Iso- 
merie verschwinden und bei Formel I aus dem Tetramethyl- 
himatoporphyrin ein Porphyrin, das eine Vinylgruype und 
eine Acetylengruppe in der Seitenkette je eines Pyrrolkernes 
trigt, entstehen. Bei Annahme der Kiisterschen Formu- 
lierung miBten zwei Vinylgruppen resultieren. Auf jeden Fall 
miiBte dann die Stereoisomerie verschwinden und ein einheit- 
liches Porphyrin entstehen. Bei Isomerie des Kerngeriistes 
miBten isomere Porphyrine beobachtet werden. Das Experiment 
ergab nun ein sehr eindeutiges Resultat. Durch Erhitzen des 
Esters gelangten wir unter Abspaltung von Methylalkobol und 
zwar genau 2 Molekiilen zu einem Ester, der sich als identisch 


mit Ooporphyrinester bzw. Papendiecks Ester erwies. Schmelz- | 


und Mischschmelzpunkt mit beiden Priparaten war identisch. 

Wir kommen zu dem Resultat, daB eine ungesiattigte Seiten- 
kette im Himatoporphyrin enthalten sein muB, eine Schlub- 
folgerung, die sich auch aus der weiteren Betrachtung der in der 
XIII. Mitteilung angegebenen experimentellen Resultate ergibt. 


Der Ubergang des Tetramethylhiimatoporphyrins in Oopor 7 


phyrinester unter quantitativer Abspaltung von 2 Mol. Methy)- 
alkohol ist nun fiir die Strukturauffassung des Himins von 
groBer Bedeutung im Verein mit der Feststellung, daB das 
komplexe Eisensalz des Ooporphyrinesters identisch ist mit 
dem Ester des Himins. Zum niheren Verstindnis miisse! 
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wir weiter ausholen. In der XII. Mitteilung ist der Beweis 
gefihrt, daB das Atioporphyrin in bezug auf die Seitenketten 
ein vollkommen gesittigtes Gebilde darstellt und wir miissen 
annehmen, da8 im Blutfarbstoff und seinen Derivaten zwei 
Pyrrolkerne, nimlich die sauren, gesittigte Seitenketten haben. 
Ungesattigt sind im Himin die beiden ,,basischen Pyrrolkerne“. 
im Atioporphyrin tragen aber alle 4 Pyrrolkerne Athylreste, 
auch die, die aus den basischen Kernen stammen. Die Ande- 
rung im Wasserstofigehalt, die sich durch die Derivate des 
Himins durchzieht, mu8 also an diesen beiden basischen 
Pyrrolkernen sich abspielen. Wir sind nun gezwungen, im 
Himoporphyrin noch einen ungesittigten basischen Pyrrolkern 
zu formulieren, denn sonst ware der in der XIII. Mitteilung 
beschriebene reduktive Ubergang in Mesoporphyrin nicht ver- 
stindlich, Hamoporphyrin entsteht nun aus Hamatoporphyrin 


4 und letzteres mu8 daher, so wie es Willstitter bereits 
 formuliert hat, eine gesittigte und eine ungesittigte Seiten- 


kette besitzen. Also tragt ein basischer Pyrrolkern einen 
Oxithylrest, der zweite einen Oxyvinylrest. Die Unbestindig- 


 keit des Hamatoporphyrins erklirt sich so leicht; denn von 


dem Oxyvinylrest mu8 man immerhin die Méglichkeit in 
Betracht ziehen, daB er sich leicht umlagert zum Aldehyd 


' oder intramolekular die Abspaltung vom Wasser sich vollzieht. 
Die milde Oxydation des Himatoporphyrins miiBte dann zu einer 


Tricarbonsiure fihren. Versuche nach dieser Richtung hin 
sind im Gange. Bei der Wasserabspaltung bzw. Methylalkohol- 


a abspaltung entsteht dann aus dem Oxithylrest eine Vinyl- 


gruppe und aus der Oxyvinylgruppe eine Acetylengruppe und 


dem Ooporphyrin bzw. Kimmerers Porphyrin wird daher 


vielleicht folgende Formel zuzuschreiben sein: 
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Diese Formel wird auf ihre Richtigkeit zu priifen sein, 
denn z. B. beim Behandeln mit Blausaéure miissen 2 Mol. Blau- 
siure addiert werden kénnen; nach der Verseifung und Re- 
duktion miiBte dann Koproporphyrin entstehen. Mit diesen 
und ahnlichen Versuchen insbesondere Anlagerung von Ameisen- 
siure auf chemischen wie biologischen Wegen sind wir beschif- 
tigt und ebenso mit der Decarboxylierung des freien Ooporphyrins. 
Hierbei interessiert uns im besonderen, ob bei dieser brutalen 
Reaktion nun ein gesittigtes System oder ein ungesittigtes er- 
halten werden wird. Kin ungesittigtes Atioporphyrin wire fiir 
weitere Synthesen ganz besonders wichtig, falls es gelingt, 
in dieses Carboxylgruppen einzufithren und es fragt sich, ob 
dann auf diese Weise Mesoporphyrin oder ein isomeres Por- 
phyrin erhialtlich sein wird. Untersuchungen in dieser Rich- 
tung sind im Gange und es ist zu hoffen, daB so ein weiterer 
Einblick in die Struktur des Blutfarbstoffs und der Chloro- 
phyliporphyrine gewonnen werden wird. 

Dem Hamin schreiben wir eine Formel mit einer Vinyl- 
gruppe und einer CH=CH-Briickenbindung zwischen einem 
B-standigen Kohlenstoffatom und einem Stickstoffatom zu, wie 
sie Willstitter auch schon angenommen hat. 


H,C—C———C—CH,—CH, COOH H,C—C—-—C—CH,—CH, -COOlif 


| | | 
Fe 


Formuliert man zwei Kohlenstoff—Stickstoff briickenbin- 
dungen nach Willstaitter, so sté8t man in bezug auf den 
Wasserstoffgehalt auf Schwierigkeiten. Freilich ist es auch 
schwierig, mit einer Kohlenstoff—Stickstoffbindung den Uber- 
gang zum Ooporphyrin mit einer Acetylengruppe zu erkliren. 
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Die Offnung des Ringes kann wohl nur hydrolytisch erfolgen und 
dann entsteht eine Oxyvinylgruppe und man muB die Annahme 
machen, daB diese sofort 1 Mol. Wasser abspaltet und in den 
Acetylenrest tibergeht. Dann miBte man aber meinen, dab 
das Hamatoporphyrin noch unstabiler ist. Aber mit der 
Formulierung eines freien Acetylenrestes im Himin ist schwer 
das verschiedene Verhalten des Blutfarbstoffes bei der biolo- 
gischen und chemischen Porphyrinbildung zu _vereinbaren, 
es sei denn, daB er in Beziehung zum LKisen (III) steht. Es 
ware denkbar, da8 durch Hisessig—Kochsalz diese Bindung ge- 
sprengt wird unter Haminbildung; Hamin wiche dann in 
seiner Konstitution nicht unwesentlich von der Blutfarbstoff- 
komponente ab. Bei Annahme dieser Hypothese wiirde das 
verschiedene Verhalten des Himatins aus Blut und Hamin 


eher verstindlich. Weitere Untersuchungen kénnen hier nur 
Wahrheit bringen. 


Ich beniitze die Gelegenheit, auf das in der I. Mitteilung 
von H. Fischer und O.Schaumann?) beschriebene Porphyrin 
aus Kisenia foetida zuriickzukommen. Wir haben damals teils 
die Wiirmer direkt, teils die zerkleinerten Wiirmer nach 
Waschen mit Wasser und Trocknen auf Tiichern mit Benzol, 
Kisessig usw. behandelt und glaubten so, das Porphyrin, das 
in dem Riickenstreifen enthalten ist, zu isolieren. Nachdem 
von Fischer mit Kammerer und Kihner [Diese Zs. Bd. 139, 
8S. 108 (1924)] Kimmerers Porphyrin bei der sterilen Autolyse 
der Muskulatur gefunden wurde, ist es sehr leicht méglich, daB 
ein Gemisch von verschiedenen Porphyrinen vorliegt, wodurch 
dann auch die Unstimmigkeit der analytischen Zahlen erklart 
wiirde und ebenso die Tatsache, daB wir aus dem krystalli- 
sierten Farbstoff keinen deutlich krystallisierten Ester erhalten 
konnten. Die Frage nach der Natur des in der Riickenhaut von 
Kisenia foetida enthaltenen Porphyrins ist noch eine offene 
und es wird nichts anderes iibrig bleiben, in einer zukiinf- 
tigen Arbeit den Riickenstreifen gesondert zu untersuchen. 


1) Zur Kenntnis der Porphyrine diese Zs. 128, S. 162 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXULII, 11 


a 


162 linus Fischer und Richard Miller, 


Experimentetler Teil, 
Uber den Tetramethyl-hamatoporphyrin ather-ester. 


Tetramethylhimatoporphyrin A und D. 


reines Himin wurden in der iblichen Weise ini 
i0U g Kisessigbromwasserstoff in Lésung gebracht und nach 


der Vorschrift von Kiister') verarbeitet. Die Liésung f 
bei 70° méglichst vollstiindig im Vakuum eingedampft uni 
der Riickstand mit 100 ccm absolutem Methylalkohol 10 Minuten f- 


lang auf dem Wasserbad auf 50° erwirmt. 

Die tiefrote Lésung wurde darauf mit ciner Auflésu 
von 4g Kaliumhydroxyd in 30 ccm Methylalkohol versetzt, 
Vom ausgefallenen Kaliumbromid wurde abgesaugt und mit 
Methylalkohol nachgewaschen. Nach einigen Tagen ware 


2,0 g (krystallisicrt 
ausgefallen, die abfiltriert wurden. Schmelzp. etwa 190—19?2 
unter Aufschiumen. Der Kérper ist schwer léslich in Methyl-f 
alkohol, leicht léslich in Chloroform und unldslich in Soda f 
und Lauge. Aus der Mutterlauge wurden weitere Menger § 
Tetramethylhiamatoporphyrin gewonnen. Zur Reinigung wurde 
am RicktluBkiihler mit Methylalkohol extrahiert. Es 
stallisieren 0,6750 g Tetramethylhimatoporphyrin A aus mitf 
dunkelblauem Metallglanz. Schmelzp. 185°, Aufschiumer 


bei 190°. 
5,202 mg Substanz gaben 0,412 ecm N (703 mm, 17°). 
4.515 mg = » 6,460 mg AgJ. 
©. Ber. 8,56°/, N 18,96 °/, (OCHs) 


Gef. 8,68 18,91 


Nach nochmaligem Umscheiden aus Methylalkohol wurde! i 


schéne Doppelpyramiden erhalten. Schmelzp. 173—174°. Be! 
178° tritt Aufschiiumen ein. Das so erhaltene Priparat wurde 
wieder in Chloroform gelist, mit Methylalkohol versetzt, durch 


lingeres Erhitzen das Chloroform verjagt und nun krystalli- f di 


1) Diese Zs. Bd. 86, S. 69 (1913). 
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seren aus der methylalkoholischen Liésung schéne dunkelblaue 
Krystalle, die bei 110° scharf schmolzen (D). Kine Zersetzung 
war nicht eingetreten, denn der Methoxylgehalt stiminte auf 
Tetramethbylhimat porphyrin. 

5,419 mg Substanz gaben 7,870 ng AgJ (Zeisel). 

4,952 mg 412,465 mg CO,, 3,170 mg H,O wu. 0,055 mg 
Asche. 


Ber. 18,86, (OCH,) —-69,68°/, © °/, HI 
Gef. 19,19 69,04 ,, ‘7,20 


Krystallographische Untersuchung. 


Das prachtvoll krystallisierte Tetramethylhamatoporphyrin D 
besteht aus prismatisch ausgebildeten Krystallen, in deren 
Prismenzonen ein Paar Flachen  vor- 


herrscht, so dab kleine lingliche Blattchen KID 
/f oder platte Nadeln entstehen, je nach 

relativer Ausbildung. Die am breitesten 

ausgebildeten Fliichen erscheinen  stets oF 


‘f schief abgeschnitten, doch JaBt sich fiir 
die abschneidende Flache kein bestimmter 
Winkel angeben, da sia stets -.erundet ist. 
-f— Winkel in der Prismenzone, von der 
t breitesten Fliiche ausgehend: 90°10’, Fig. 1. 
531/,°. 
Die Ausléschungsschiefe betragt auf der breitesten Fliche 
$5°zur Prismenkante. Die im spitzen ebenen Winkel zwischen der 
gerundeten Endfliche und Prismenkante liegende Schwingungs- 
vichtung wird fast vdllig absorbiert. Die dazu senkrechte 
ist dunkelrot. 


Tetramethylhimatoporphyrin C. 


ef Bei einem weiteren Versuch mit 5 g Himin wurde wieder 
Lf ci anderes Resultat erhalten. Der einzige Unterschied gegen 
die bisherige Versuchsanordnung war der, da8 das Lésen des 

Himins im zugeschmolzenen Rohr bei 40° vorgenommen wurde, 


wodurch der Lisungsproze8 nach 6 Stunden vollendet war. 
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Zur Sicherheit wurde noch iiber Nacht stehen gelassen. Die 
weitere Verarbeitung war wie eben beschrieben. 3,125 ¢ Tetra. 
ester in Doppelpyramiden, allerdings noch verunreinigt, wurden 
so zunichst erhalten. Nach Umkrystallisieren aus Methyl. 


alkohol blieben 1,8 g ungelést, die filtrierte Lésung schied f 


0,23 g Tetraester in gut ausgebildeten Wirfeln mit violetten 
Metallglanz aus. Schmelzp. 140° (C). Daneben hatten sic) 
wenige Krystalle in Pyramidenform abgeschieden. Diese wurde, 
durch sorgfiltiges Auslesen von den violetten Wiirfeln getrennt, 
Schmelzp. 163—165°. Das bei 140° schmelzende Produkt ga) 
bei der Analyse folgende Werte: 

4,015 mg Substanz gaben 5,495 mg AgJ (Zeisel). 

Ber. 18,96°/, OCH, Gef. 18,50°/, OCH, 
Ks lag also wieder reiner Tetraester vor. 

Die krystallographische Untersuchung der wiirfelahnliche 
Krystalle zeigte, daB die Abweichung von 90° zwischen den 
einzelnen Flichen sehr gering, aber 
schwankend ist. Kin Teil der Wiirfel- 
kanten ist wie von einem Rhombendo- 
dekaeder abgestumpft und zwar so, dab an- 
scheinend eine Kombination eines nahez 


Prisma zweiter Stellung vorliegt. An selu 
diinnen Splittern erkennt man Doppel- 

brechung. Doch ist wegen der  tiefen 
Farbung an den sehr kleinen Krystillchen ovtisch nicht fest: 
zustellen, ob eine rhomboedrische oder nur pseudo-rhombe- 
édrische Symmetrie vorliegt (Steinmetz). 


Aufarbeitung der Mutterlauge der eben erwahnten 3,125 ¢ i 


Doppelpyramiden. 


Hieraus krystallisierten am zweiten Tage 0,440 g Estep 
in Nadeln vom Schmelzp. 110° aus und am dritten ‘l'age noch} 
0,260 g vom gleichen Schmelzpunkt. Diese beiden letzten 


Fraktionen wurden zu ihrer Reinigung ebenfalls in Chloroform 


gelist, tiltriert und nach dem Verdampfen des Chloroiorms} 


rechtwinkligen Rhomboeders mit 
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von zwei Horizontalprismen r (101) und q (011) 


je zwei wohl ausgebildeten Flichen entwickelt, 
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aus Methylalkohol umkrystallisiert. Es wurden daraus 0,383 g 


reines Tetramethylhimatoporpbyrin erhalten, das aber nun 


den Schmelzp. 173° (Aufschiumen bei 178°) besa8. Es war 


also damit umgekehrt gelungen, einen Tetramethylhimato- 


_porphyrinatherester mit einem niedrigen Schmelzpunkt in einen 
| solchen mit einem héheren Schmelzpunkt iiberzufiihren. 


Tetramethylhimatoporphyrin B. 
Die Herstellung des Tetramethylhimatoporphyrins B ge- 


-schah wie beim vorhergehenden Versuch, doch wurden die aus- 


geschiedenen Krystalle erst am nachsten Tage abfiltriert. Nach 


dem Filtrieren der Chloroformlésung und Abdampfen dieser 
bis zum Verschwinden des Chloroformgeruchs auf dem Wasser- 


bad wurde der Riickstand kalt mit absolutem Methylalkohol 
extrahiert bis fast nichts mehr in Lésung ging. Dies wurde 


dann unter gelindem Erwirmen und schlieBlich durch langeres 


Krhitzen auf dem Wasserbad mit viel absolutem Methylalkohol 


_wiederholt. Nur ein geringer Riickstand blieb zuriick. Aus den 
drei Extraktionen krystallisierten nach einigem Stehen sehr 
schén ausgebildete, groBe Pyramiden (Doppelpyramiden) vom 


Schmelzp. 178,5° unter Aufschiumen, aus. 
4,592 mg Substanz gaben 11,710 mg CO, und 2,810 mg H,0. 


5,458 mg » mg AgJ. 
C,.H,,0,N, Ber. € 69,68°/, 7,099, OCH, 18,96°/, 
Gef. ,, 69,57 6,86 18,67 


Krystallographische Untersuchung von Herrn Prof. Steinmetz. 


Die Krystalle zeigen einen ausgesprochenen 
pyramidalen Habitus, d. h. die Kombination 


ist nur an einem Ende der Vertikalachse mit 


wihrend die parallelen Flachen nur héchst 
unvollkommen ausgebildet sind. Aus der Tat- 
sache, daB die vier Polkantenwinkel innerhalb 
6’ gleiche Werte ergaben, sowie daB an den 
iuBersten Kanten von (101) und (101) die 
dieser Kante noch eben erkennbare Aus- 
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léschung parailel ist, geht die rhombische Symmetric j., 
Krystalle hervor. Die Farbung der Krystalle ist so tief, da: 
eine optische Bestimmung unméglich ist. 
rir = (101):(101) = 145° 54’. 
q:q = (O11):(O11) = 141° 10’, 
r:q =(101):(011) = 84°25’. Ber. 84°24’ 
Daraus a:b:¢ = 0,8700: 1: 2,8370. 
Aus den Mutterlaugen dieses Versuchs krystallisierten iy 
der Hauptsache wiirfelihnliche Krystalle aus vom Schmelzp. 140’, 
Neben den wiirfeligen Krystallen konnten einzelne Krysiillche: 
von folgender Beschaffenheit festgestellt und gemessen werden: 
Kombination eines Prismas m (110) mit geneigter Basis (001. 


Monoklin a:b: ¢ = 0,6017:1 :?3;8 = 97° 18,5. 
m:m = (110):(110) = 78°32’. 
m:e = (110):(001) = 84° 9’. 


Fig. 4, 

Die optischen Kigenschaften waren wegen der tiefen Fiirbun: 

nicht festzustellen. 
Aus dem Zusammenvorkommen dieser monoklinen Krystaile 
mit den wirfelartigen Krystallen hegt eine gewisse Wabhr- 
scheinlichkeit vor, daB beide auch krystallographisch identisc! 
sind. Ein exakter Nachweis dafiir war aber infolge Mange! 
an Durchsichtigkeit nicht zu erbringen. 

Aus der Mutterlauge der kalten Extraktion krystallisierte: 
sebr kleine, etwas abgerundete Blaittchen, mit dem Schmelzp. 110’. 
die krystallographisch mit Tetramethylhimatoporphyrin !) 
identisch waren. 

Aus der Mutterlauge der auf dem Wasserbad hergestellte:: 
Extraktionen konnten wiirfelihnliche Krystalle vom Schmelv- 
punkt 140° und Nadelbiischel vom Schmelzp. 110° erhalte: 
werden. Diese letzteren sind nach dem krystallographische: 
Befund ebenfalls wieder Tetramethylhimatoporphyrin D. 


Tetramethylhamatoporphyrin, gewonnen durch Auflosen «es 
Hamins in Eisessigbromwasserstoff. 

(s = 1,41) durch Erhitzen auf 100° in der Bombenrohre. 

5 g fein zerriebenes, reines Himin werden in eine 60 ci 

lange Bombenréhre eingetragen und die Bombenrohre in eine! 
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mit Kaltemischung (von etwa — 10°) gefillten Kisenmantel 
gesteckt, mit 100g auf etwa —1 bis —3° abgekiihlten Wis- 


essigbromwasserstoff versetzt und die Roéhre zugeschmolzen. 


Dann wurde diese in der Wasserbadkanone unter sehr hiutigem 
Umschiitteln bis auf 100° erhitzt, was ungefiihr 20-30 Minuten 
in Anspruch nahm. Sollte sich noch nicht alles Himin geldst 
haben, so stellt man die Réhre nochmals kurz in das heiBe 


_Wasserbad und schiittelt kraiftig um. (Um eine méglichst voll- 
-kommene Ausbeute zu erhalten, ist es wesentlich noch iiber 
Nacht die Réhre geschlossen zu lassen). Die weitere Ver- 
arbeitung auf das Tetramethylhimatoporphyrin geschah wie 
yorher nach der Methode von Kiister. Ks wurden in der 
- Hauptsache gut ausgebildete wiirfelihnliche Krystalle in reiner 
Horm erhalten, die nur ganz vereinzelt mit Pyramiden durch- 
setzt waren, Der Schmelzpunkt ist 152° und Aufschaumen 
bei weiterem Erhitzen. Die Schmelzpunktserhéhung hat vielleicht 
ihre Ursache durch die Verunreinigung dieser Pyramiden mit 
- héherem Schmelzpunkt; denn beim Nehmen eines Mischschmelz- 
| punktes zweler reiner [someren mit zwei verschiedenen Schmelz- 
- punkten beobachtet man einen Schmelzpunkt, der zwischen 
_ beiden liegt und zwar je nach den angewandten Mengen- 
 verhiltnissen entweder schun Sintern bei der tieferen Tem- 
 peratur oder erst restloses Schmelzen bei der hiheren 
peratur. Vielleicht liegt aber auch ein weiterer isomerer 
_ letramethylester vor, denn bei einem anderen Versuch wurde 
ebenfalls ein Schmelzpunkt von 152° beobachtet. 


: Herstellung des Tetramethylhamatoporphyrins durch Einwirkung 
von Eisessig—Chlorwasserstoff auf Hamin und nachheriges 


Veroestern. 
In eine Bombenréhre, in die 2 g reines Himin eingetragen 


waren, wurden 50g Hisessig, der bei etwa —3° mit Salz- 
_sduregas gesiittigt war, unter starker Kihlung eingefillt. Nach 
dem Zuschmelzen der Réhre wurde sie unter sehr hiufigem 


) Vgl. auch H. Fischer, E. Bartholomius u. H. Rése, Diese 


7s, Bd. 84, S, 262 (1918). 
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Umschiitteln innerhalb 1/, Stunde bis auf 100° erhitzt, iy 
welcher Zeit das Haimin ziemlich vollstandig in Lisung ging. 
Die weitere Verarbeitung war analog den vorhergehenden Ver. 
suchen. Neben verschiedenen nicht krystallisierenden Nebep- 
produkten wurde in schlechter Ausbeute 0,210 g reines, eip. 
heitlich in Wiirfeln krystallisierendes Tetramethylhimato. 
porphyrin (C) erhalten vom Schmelzp. 140° (kein Aufschiiumen, 


Darstellung des Tetramethylhamatoporphyrins tber 
das Dibromhydrat des Hamatoporphyrin—Bromwasserstoffesters 
(nach Willstatter). 


Die Herstellung des Dibromhydrats des Himatoporphyriu- 
Bromwasserstoffesters geschah nach dem Verfahren von Will. 
statter’), indem 3g krystallisiertes Himin mit 75 g Hisessig- 
Bromwasserstoff vom s = 1,41 in einer zugeschmolzenen Flasche 
durch Schiitteln wihrend eines Tages gelést wurden. Durch 
EingieBen der Lisung in 2 Liter absolutem Ather fiel das 
Dibromhydrat des Himatoporphyrin—Bromwasserstoffesters aus, 
Ausbeute 4,15 g. 2g davon wurden analog der Uberfihrung 
des Pentabromids C,,H,,0,N,Br, (durch Einwirkung von ver- 
fliissigter Bromwasserstoffsiure auf Himin erhalten) nach W 
stitter’) in das Tetramethylhimatoporphyrin durch 38tiigiges 
Stehenlassen mit 100 ccm absolutem Methylalkohol verestert. 
Nach dem Uberfiihren des Reaktionsproduktes in Ather und 
nach dem Waschen mit verdiinnter Lauge und viel Wasser 
krystallisierte aus der getrockneten, eingeengten ‘therischen 
Lésung das Tetramethylhamatoporphyrin in sehr schlecht ::us- 
gebildeten Krystallen (Doppelpyramiden) aus. Der Schmelz- 
punkt lag etwa zwischen 170 und 188° (Krystalle am obereu 
Rande der Krystallisierschale z. B. 173°, etwas tiefer in der 
Mitte 181,5°, unten am Boden 170°) Aus 2 g Tetrabrowid 
wurden 1,2 g ‘Tetramethylhiamatoporphyrin erhalten. Zur 
Reinigung wurde der Ester aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Die mit kaltem Methylalkohol extrahierte Menge war nich! 


1) Diese Zs. Bd. 87, S. 447 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 87, S. 452 (1918). 
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krystallisiert. Unter dem Mikroskop betrachtet, glich sie kuge- 
ligen, wie Pflaumen aussehenden Gebilden. Die Extraktion 
auf dem heiBen Wasserbad (bis der Methylalkohol sich nicht 
mehr tiefdunkelrot firbte) krystallisierte vollkommen einheitlich 
in prachtvoll ausgebildeten Wiirfeln. Schmelzp. 140°. Aus- 
peute 0,40 g. Der Riickstand wurde durch 1stiindiges Kochen 
am RiickfluBkihler gelést. Hieraus wurden 0,430 g reines 
Tetramethylhimatoporphyrin B in sehr schén krystallisierten 


 Doppelpyramiden vom Schmelzp. 178,5° unter Autschiumen 


erhalten. Krystallographisch stimmten beide Produkte mit den 
friheren Ergebnissen iiberein. 
Die Esterifizierung von Himatoporphyrin-chlorhydrat mit 


methylalkoholischer Salzsiure fiihrte zu keinem krystallisieren- 


den Ester. }) 


Spektroskopische Untersuchung des 
Tetramethylhamatoporphyrins. 


1. In Methylalkohol. Das Spektrum zeigt 4 gleich- 


waiBig starke Bande im Rot, Hellgriin, Griin und Blau, auBer- 
' dem einen sehr schwachen Streifen im Gelb. Die Untersuchung 
hat gezeigt, daB samtliche 4 Isomere spektroskopisch voll- 


kommen iibereinstimmen. 
Tetramethylhimatoporphyrin A: 1. 626,1—616,6; IL. 598,2—592,3 ; 
621,3 595,2 


Bie 581,0—562,0; IV. 538,4—522,8; V.511,1—481,3; Endabsorption 433. 


5T1,5 580,6 
Die Messungen von B, C und D sind in der gleichen 
Weise durchgefiihrt und haben scharf iibereinstimmende Zahlen 


ergeben. 


2. In Chloroform zeigten die Absorptionsspektren der 
verschiedenen Ester ebenfalls keinen Unterschied. Das Bild 


ist ganz Shnlich wie in Methylalkohol, nur um durchschnitt- 
lich 2—3 wu nach Rot verschoben, gegeniiber den Werten in 


Methylalkohol. 


*) Vgl. Nenckis Werke Bd. II, S. 756. — Kiister, Diese Zs. 
Bd. 86, S. 84 (1913). 
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I, 628,4—618,1 If. 600,2—592,6 ; II. 584,6—564,5 
623,2 596,4 
[V. 543,0—525,0; V. 515,8—483,3; Endabsorption 441. 
534,0 499.5 


3. In 25°/,iger Salzsiure. Das Absorptionsspektrum 
steht aus 3 Streifen im Rot, Gelb und Griin. Die 4 Isomere stimmey 
auch hier tiberein. Nur der mittlere 2.Streifen zeigt Schwankungen 
innerhalb 1,4 up. Beim sofortigen Messen nach dem Auflise 
ist der 1. Streifen um etwa 2 uu, der 2. Streifen bis 1,4 wy uni 
der 3. Streifen um etwa 3/, wu nach dem Violett verschober 
gegeniiber dem freien Himatoporphyrin in 25°/,iger Salzsiiure. 

Nach 24 Stunden sind die normalen Werte eines frisc; 
bereiteten Hiimatoporphyrinpraparates erreicht. Offensichtlici 
beruht diese Erscheinung auf einer durch die HCl bewirktey 
Verseifung des Esters. 


A, 
Sofort: I. 599,2—589,9; II. 5774—571,0; 561,3—541,1: 
594,5 574,2 551,2 


Kndabsorption 424. 
Nach 8 Stunden: I. 600,5—590,1; I. 578,6—-571,0; LIT. 562,1—542,0: 
595,3 574,8 552,0 


Endabsorption 427. 
Nach 24Stunden: 600,0—590.9 ; IL. 578,0—570,9 ; IIT. 562,4—541,5: 


595,4 574,4 551,9 


Endabsorption 428. 

Die Messungen von B, C und D sind in der gleichen 
Weise durchgefiihrt und haben scharf iibereinstimmende Zahlen 
ergeben. 

In Ather zeigen die vier verschiedenen Ester ebentialls 


keinen Unterschied. 


I. 628,4—621,1 ... 601,1—595,6; ILL. 584,1—574,5: 
624,7 | 598,3 579,2 

LV, 571,5—566,4 ; V. 538,4—521,2 ; VI. 510,8—481,1; VIL | 

568,9 529,8 495,9 468,5 


Endabsorption 438. 


Komplexes Kupfersalz des Tetramethylhimatoporphyrins. *) 
Zu einer alkoholischen Lésung des Tetramethylhdmato- 
porphyrins gibt man Schweizer Reagens so lange, bis gerade 
1) Vgl. W. Kiister, Diese Zs. Bd. 109, S. 128 (1920). 
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Rotfairbung vorhanden ist. Ks fillt das Kuptersalz des 
aus dunkelblau-violetten 
- Wiirfeln. Aus Methylalkohol, in dem sich das Kupfersalz lést, 
- wurde es umkrystallisiert. Erst wenn aller Alkohol verschwindet, 
_ krystallisiert das Kupfersalz aus. Es konnte daher nicht zur 
Analyse gebracht werden. 


Komplexes Hisensalz des Tetramethylhamatoporphyrins. 
0,2 g Tetramethylhimatoporphyrin B (Schmelzp. 178,5°) 


werden in 5cecm heiBem Kisessig gelést und eine heibe Lisung 
von Ferroacetat zugegeben (beide Liésungen waren mit Natrium- 


chlorid gesittigt’. Nach dem Uberfiihren in Chloroform wurde 
der Kisessig mit Wasser ausgewaschen, dann mit 25°/ iger 
Salzsiure durchgeschiittelt. Dabei geht kein Ester in die 


—Salzsiiure iiber. Nach dem Zugeben von Methylalkohol fillt 


das isensalz des Tetramethylhimatoporphyrins krystallisiert aus. 


Nach dem Umkrystallisieren wurde bei 60° bis zur Konstanz 


 getrocknet. 
|. 4,202 ng Subst. geben 9,565 mg CO,, 2.180 mg H,O, 0,442 mg Fe,O,. 
Il. 4,385 ,, 9,950 mg CO,, 2,250 ,, H,O, 0,450 ,, Fe,O,. 
2,763 ,, 1,895 mg AgJ, 
2.001 2,057 mg AgJ. 
I. 62,10°/, C 5,81°/, H 7,36°/, Fe 


9,06, (OCH,) 
ULV. «9,87 ,, (OCH,). 


Die Substanz verbrennt auch bei langsamen Arbeiten 
uuter Funkensprithen, Aus den Analysenzahlen 1iBt sich nicht 


init Sicherheit eine Formel ableiten. Wahrscheinlich ist eine 
partielle Verseifung erfolgt, worant auch die Methoxylbe- 
stimmungen hinweisen, die fiir 2 Methoxylgruppen sprechen. 


Uberfiihrung der Tetramethylhamatoporphyrinester in 
Ooporphyrinester. 


Durch Erhitzen der vier isomeren Tetramethylhiimato- 


porphyrinester auf 130—155° im Hochvakuum spalten diese 
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innerhalb 5—10 Minuten quantitativ 2 Mol. Methylalkoho| 
unter heftigem Aufschiumen ab und gehen in ein und dep. 
selben Ooporphyrinester iiber. Beim Tetramethylhamatopor. 
phyrin A beginnt die Reaktion bei 151°, bei B bei 147—143° 
bei C bei 132° und bei D beobachtet man ein leichtes Sintery 
bei 90° (offenbar lagert sich bei dieser Temperatur D in ei 
anderes Isomeres um) und bei 130—132° 1aBt sich die Reaktioy 
zu Ende fiihren. Um das Erhitzen méglichst kurz zu ge. 
stalten, wurde die Reaktionsmasse jeweils sofort der betrefien. 
den Temperatur ausgesetzt und dann die Temperatur noch etwa 
10—15° gesteigert. 


47,0 mg Tetramethylhiimatoporphyrin A geben ab 4,9 mg Methylalkohol, 


95,8 mg B 9,4 mg 
124,5 mg 12,5 mg 
83,2 mg D ” 8, 2 mg 


Ber. C©,,H,,O,N,—2CH,OH 9,799/, 
Gef. Gew.-Verlust von A = 10,21°/, 


» 
” ” D = 9,85 ” 


Der Schmelzpunkt stimmt nach dem Umkrystallisieren au 
Chloroform—Methylalkohol mit Ooporphyrindimethylester und 
Papendiecks Schwefelwasserstoffporphyrinester iiberein, eberso 
die Mischschmelzpunkte. 


Ooporphyrinester aus A: Schmelzp. 222—223°, Mischschmelzpunkt uit 
Ooporphyrinester aus Kiebitzeierschalen 223°, Mischschmelzpunkt 
mit Papendiecks Schwefelwasserstoffporphyrinester 222°. 

Ooporphyrinester aus B: Schmelzp. 220—222°, nach dem zweiten U1: 
krystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol 222—223°. 

Ooporphyrinester aus C: Schmelzp. 215°, mit Oopor 
phyrinester aus D 218—220". 

Ooporphyrinester aus D: Schmelzp. 222°, Mischschmelzpunkt mit 0o- 
porphyrinester aus A 222—223°, Mischschmelzpunkt mit Oopor 
phyrinester aus B 222—223°. 


Der Ooporphyrin-dimethylester, der aus ‘l'etramethylhamato- 
porphyrin B entstanden ist, wurde nach dem zweiten Un- 
krystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol bei 60° zu 
Konstanz getrocknet und der Hlementaranalyse 
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I. 4,593 mg Substanz gaben 12,240 mg CO,, 2,710 mg H,O, 
0,020 mg Asche. 
II. 4,910 mg Substanz gaben 13,120 mg CO,, 2,790 mg H,O, 
0,010 mg Asche. 
III. 6,087 mg Substanz gaben 0,520 cem N (723 mm, 17°). 


IV. 5,096 mg ‘ » 4,080 mg AgJ. 
Ber. C = 73,19°9/, 6,49°/, N= 9,499/, OCH, = 10.51°/, 
C= 73,00 H = 6,60 N= — 
II. C = 73,06 H = 6,38 N= — 
il C= — H= — N = 9,56 
IV. C= — H = — N= — OCH, = 10,57°,. 


Verseifung des Esters. 


Mit Natronlauge laBt sich der ,,Qoporphyrinester“ durch 
Erhitzen leicht verseifen. Das entstandene Natronsalz, in 


 25°/,iger Salzsiure gelést, ergibt folgendes Spektrum: 


I. 609,9—597,.9; IL. 586,0—577,7; III. 569,5—547,8;  End- 
603,9 581,8 558,6 
absorption 447. 


Die salzsaure Lésung fluoresziert stark von Rot nach Griin. 
Nach dem Uberfuhren in Ather zeigte das ,,Ooporphyrin“ folgendes 
Spektrum: 


I. 637,1—629,4 ... 621,7; IL. 608,3—602,3; III. 591,2—580,9 ; 


633,2 605,3 586,0 
IV. 579,1—573,8; 546,7—530,0; VI. 515,4—489,0; End- 
576,4 538,4 502,2 


absorption 443, 


Absorptionsspektrum des ,,Ooporphyrinesters* in 
Chloroform: 


I. 637,3—623,9 .. 617,5; II. (606.2—601,4); III. 590,6—568,4 .. 565,2; 


630,6 603.8 579,5 
IV, 551,4—529,6: V. 521,83—487,2; Endabsorption 450. 
540,5 504,3 


Das Spektrum stimmt ebenfalls mit dem Ooporphyrinester 
aus Hierschalen sowie mit Papendiecks und Kaimmerers 


Porphyrindimethylester iiberein. 
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Hisenkomplexsalz. 


Zur weiteren Identifizierung wurde der krystallisierte Ksiv, 
in der itiblichen Weise durch Kochen mit frisch bereitete, 
Ferroacetatlésung und Zusatz von etwas Kochsalz in das Eisen. 
komplexsalz iibergefiithrt. Aus Chloroform krystallisiert er sel, 
schén (vgl. Fig. 4) und stimmte nach der krystallographischey 
Untersuchung des Herrn Prof. Steinimetz genau mit dey 
Ooporphyrin-dimethylester aus Kiebitzeierschalen in Bd. 13s, 
S. 274 dieser Zs. iiberein. 

Absorptionsspektrum in Chlorotormlésung: 

654,1—629,4 ; II. 554,2—531,0 5 510,5—490,3 (sehr 

641,8 542,6 500,4 
scharf; Endabsorption 445,8 (wenn nicht noch ein Streifen beginnt). 


Zur Analyse wurde umkrystallisiert durch Auflésen i 
Pyridin und EingieBen in methylalkoholische Salzsiure unt 
bei 60° im Vakuum zur Konstanz getrocknet. 


4,541 mg Substanz gaben 3,265 ng AgJ. 
C,.H,,0,N,FeCl Ber. 9,13°/, (OCHS) 
Gef. 9,50 (OCH,). 
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Uber die Kohlenhydratgruppe der Glykoproteide. 
Von 
S. Izumi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1924.) 


Die Hinteilung der KiweiBkérper geschah bislang so, 
zuniichst eine Gruppe von LKiwei8kérpern im engeren 
Sinne aufstellte, zu der die Protamine, Histone, Albumine und 
'Globuline gerechnet wurden. Daran schloB sich dann als 
nichste Gruppe die Gruppe der ,,Proteide“ oder der zusammen- 
_yesetzten KiweiBkérper an. Sie wurden angesehen als Stoffe, 
welche ,,als organische Spaltungsprodukte einerseits Eiweib- 
 stoffe (mit deren Zerfallsprodukten) und andererseits irgend- 
| welche andere nicht eiweiBartige Stoffe, Kohlenhydrate, Nuclein- 
| siuren oder Farbstoffe liefernsé (Hammarsten).!) Von diesen 
/msammengesetzten K6rpern waren im Laufe der Zeit drei 
Hauptgruppen bekannt geworden: die Nucleoproteide, die Chromo- 
| proteide und die Glykoproteide. Der Name ,,Proteide“ war 
von Hoppe-Seyler eingefiihrt worden, der im Blutfarbstoff 
zuerst ein Beispiel fiir diese K6érperklasse aufgestellt hatte; 
der Name sollte die Analogie mit den Glykosiden anzeigen: 
wie die letzteren unter Bildung von Zucker zerfallen, so sollten 
sich die Proteide unter Bildung von EiweiB zersetzen. Fir 
de nichteiweiBartige ,,Seitengruppe“ hatte Kossel*) den Namen 
_»prosthetische Gruppe“ vorgeschlagen, um sie so von dem 


) Lehrbuch der physiologischen Chemie. Miinchen u. Wiesbaden, 
J. F. Bergmann, 1922. 9. Aufl., S. 127, 
*) Arch. (Anat. u.) Physiol. 1893. 8. 157. 
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»HiweiBkern“ zu unterscheiden. Mit fortschreitender Erkennt. 


nis der chemischen Struktur dieser prosthetischen Grupper 


stellte es sich heraus, daB sie alle sauren Charakter hattep, ' 


Uber die nahere Art der Bindung dieser Sauren, der Nucleip. 


siuren, des Himochromogens und der Chondroitinschwefelsiiure, F 
an die KiweiBkérper konnte man sich lange Zeit keine exakte, — 
Vorstellungen machen. Erst durch die systematischen Unter. F 
suchungen von H. Steudel!) konnte zuerst an den Nucleo. — 
proteiden der Thymusdriise bewiesen werden, daB es sich hier § 
um einfache Salze der Thymonucleinsiure mit basischen Eiwei. 
kérpern handelte. Diese Untersuchungen wurden dann er. & 
weitert, indem auch andere sogenannte Nucleoproteide?”) in den 
Kreis der Versuche einbezogen wurden. Heute ist die Ap. 
schauung wohl allgemein anerkannt, daB die friiher als Nucleo. f 
proteide beschriebenen Kérper Salze von Nucleinsiuren mit 
EiweiBkérpern sind. Thre Bildung ist in hohem MaBe wif 
der Reaktion des Milieus abhangig, in dem sie gebildet werden. 
Durch genaue Verfolgung dieser Verhaltnisse mit physikalisch- 
chemischen Methoden haben E. Hammarsten®) und H. Han-§ 
marsten‘) eine vollkommene Bestitigung dieser Ansichten 


liefern kénnen. 


Aber auch die Chromoproteide haben sich bei niherer § 
Untersuchung als Salzeerwiesen. Wenigstens konnten H.Steudel F 
und Peiser®) dies fiir den Hauptvertreter dieser Gruppe 
das Hiimoglobin, zeigen. Endlich konnte T. Takahata®) auch® 
bei der Untersuchung eines Vertreters der Glykoproteide, eines § 
Chondroproteids, in Bestiitigung schon friither von O. Schmiede- 
berg geiuBerter Ansichten feststellen, daB es sich hier un § 
Salze der Chondroitinschwefelsiure mit einem EiweiBkérper§ , 


handelte. 


1) Diese Zs. Bd. 87, S. 207 (1913); Bd. 90, S. 291 (1914). 


2) Diese Zs. Bd. 122, S. 298 (1922); Bd. 133, S. 165 (1924); Bd. 13%, 


S. 294 (1924). 
8) Biochem. Zs. Bd. 144, S. 383 (1924). 
4) Biochem. Zs. Bd. 147, S. 481 (1924). 
5) Diese Zs. Bd. 136, S. 75 (1924). 
6) Diese Zs. Bd. 136, S. 82 (1924). 
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Die Glykoproteide sind aber gerade eine Gruppe, in der 


- die verschiedenartigsten Vertreter vereinigt sind, und es er- 
- schien erforderlich, hier die experimentellen Grundlagen noch 


mm erweitern, Freilich bietet die Beschaffung des nitigen 
Ausgangsmaterials fiir die meisten Vertreter dieser Gruppe 
heute noch einige Schwierigkert; wir haben uns deswegen ent- 
schlossen, zuniichst das Ovomucoid fiir unsere Versuche zu 


' yverwerten. Man kann die Substanz aus Hiihnereiern nach dem 


urspriinglich von Mérner!) angegebenen Verfahren in geniigen- 
den Ausbeuten und in einwandfreier Réinheit gewinnen. Es 
ist indessen nicht sicher, ob gerade in dem Ovomucoid iiber- 
haupt eine zur Chondroitinschwefelsiure in Beziehung stehende 
Gruppe vorhanden ist. Der hohe Schwefelgehalt hat allerdings 
zu solchen Vermutungen angeregt, andererseits gibt es aber in 
der Literatur Angaben, nach denen das Ovomucoid bei der 
Siurespaltung tiberhaupt keine Schwefelsiure abspaltet?); da- 
gegen sind ?/, seines Schwefels in leicht abspaltbarer Form 
vorhanden. Das spriache fiir das Vorhandensein von Cystin, 
das unter denselben Versuchsbedingungen (milde Alkaliwirkung) 
gleichfalls ?/, seines Schwefels in Form von Schwefelwasser- 
stoft abspaltet. 

Von P. A. Levene?) dagegen wird das Ovomucoid in 
seiner Ubersicht iiber die Mucine und Mucoide bei den Mucoiden 
als mucoitinschwefelsiurehaltig eingereiht; aber gerade von 


dieser Substanz werden keine fiir Mucoitinschwefelsaiure charakte- 


ristischen Spaltungsprodukte angegeben. 

Um nene Anhaltspunkte zu den eben aufgeworfenen Fragen 
zu gewinnen, habe ich zunichst noch einma] eine Bestimmung 
der Menge der reduzierenden Substanzen wiederholt, die bei 
ler Siiurehydrolyse des Ovomucoids entstehen. 

Die Angaben iiber die aus Ovomucoid abspaltbaren Mengen 


an reduzierender Substanz weichen ziemlich voneinander ab. 
Seemann‘), der zuerst quantitative Bestimmungen ausgefithrt 


') Diese Zs. Bd. 18, 8. 525 (1894). 
*) Langstein, Hofmeisters Beitr. Bd. 3, S. 512 (1903). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, S. 105 (1918). 
*) Tnaug. Diss. Marburg 1898. 
lloppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLII. 12 
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hat, gibt einen Reduktionswert von etwa 35°/,, auf ‘Trauben. 
zucker berechnet, an; dagegen hat Willanen’) 19,5—22,39) 
gefunden, Pavy2) 18,6—26,5. Es scheint die Méglichkeit yor. 
zuliegen, daB die einzelnen Priiparate, je nach der Darstellung 
einen ungleichen Gehalt an reduzierender Substanz aufweise), 
DaB es sich dabei aber nur am Glucosamin und nicht noch Ff 
um andere reduzierende K6érper handelt, hat Oswald*) be. 
wiesen, der Ausbeuten an Glucosaminchlorhydrat erhielt, dic 
fast der aus dem Reduktionsvermégen berechneten Menge a 
reduzierender Substanz entsprachen. Ferner ist von Oswali 
sichergestellt, daB es sich wirklich um Glucosamin und nicht 
etwa um ein Polymeres oder ein komplizierter gebautes Poly. f 
saccharid handelt. Denn durch Dialyse der Hydrolysenfliissig. 
keit konnte er ein Dialysat erhalten, aus dem beim Einengen 
ohne weiteres Glucosaminchlorhydrat auskrystallisierte. 

Ich habe nun versucht, mit der von Folin und Wu! f 
angegebenen Zuckerbestimmungsmethode zu arbeiten. In Vor- 
versuchen wurde festgestellt, da’ sich salzsaures Glucosamin 
mit derselben Genauigkeit auch in kleinen Mengen colori- 
metrisch bestimmen wie Traubenzucker. 

Es wurden z. B. 0,501 g reines Glucosaminchlorhydrat in 
100 com Wasser gelést und 5ccm dieser Lisung auf 100 ccm 
verdiinnt. Nun wurde nach Folin und Wu der Zucker | 
bestimmt: 


Vergleichslésung: 

(2mg Traubenzucker in 10 cem) 
20° 
20 21,3 | Mittel: 21,25 

Mittel: 16,5 


15 16,4 


Gefunden im ganzen (auf Traubenzucker berechnet): 


1) Biochem. Zs. Bd. 1, 8. 100 (1906). 

*) Lancet 1905 II, S. 4. 

3) Diese Zs. Bd. 68, S. 178 (1910). 

‘) Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 867 (1920). Siehe auch Mande! 
u. Steudel, Minimetrische Methoden der Blutuntersuchung, 2. Aut. 
Berlin u. Leipzig 1924. 
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0,2 x <x 100 x 376,5 mg, 
0,2 100 ng = 363,6 mg. 


Mittel: 370,0 mg. 


Also wiedergefunden 74°. 

Ferner warden 0,2523 g in 50 ccm Wasser gelést, 5 cem 
dieser Lésung auf 100 com verdiinnt; dann wurden bei der 
colorimetrischen Zuckerbestimmung folgende Werte erhalten: 


Vergleichslisune: 
(wie oben) Versuchslésung : 
20 20,5) ar. 
Mittel: 20,6 
15 15,6 
i: 15,65 
15 ra Mittel: 15,65 
0,2 » 100 x = 194,2 mg 
15 50 
x x 100 x — mg = 191 i 
0,2 X 100 x mg = 191,7 mg 


Mittel: 192,95 mg. 
wiedergefunden 76,5°/5. 
Wenn man den gefundenen Wert auf Glucosaminchlorhydrat 


— 
berechnen will, so muB man ibn noch mit = oa = 1,09 


-multiplizieren; dann sind etwa 90%, an Glucosaminchlorhydrat 


nach dem Folinschen Verfahren wiedergefunden. 

Nun wurden an reinem Ovomucoid, das nach Mérners 
Methode bereitet war, folgende Bestimmungen ausgefihrt: 

1,17 g Substanz wurden mit 50 com 3°/,iger HCl-Lésung 
2,5 Stunden lang am RiickfluBkiihler auf freier Flamme gekocht 
und nach dem Abkiihlen mit Wasser auf 100 cem gebracht 
‘Stammlisung). 

10cem der Stammlésung wurden mit Natronlauge neutra- 
lisiert, wit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt und direkt nach der 
Folinschen Methode colorimetrisch untersucht. 


Vergleichslésung: 
(2mg Traubenzucker in 10 ccm) Versuchsléeung: 
Mittel: 15,05 


12° 
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Aut eee berechnet ergibt sich folgendes: 


0,2 x x 100 x mg = 199,34 mg. 


Die Lésung enthielt nach der Mikrokjeldahlbestimmmy ' 


ferner 0,1373 g Stickstoff: 


5 eem der Stammlésung sittigten 4,9 cem 1/70 N-Siiure. 


Wenn man fiir Ovomucoid die elementare Zusamme). 


setzung 48,79°/, C, 6,96°/, H, 12,51°/, N, 2,23°/, S zugrunde F 


legt, so enthalt die Lisung 0,7682 g Ovomucoid und der Gehalt 
des Ovomucoids an reduzierender Substanz ist also (auf Trauben- 
zucker berechnet) gleich 25,8°/, gefunden. 


Es wurde weiter versucht, ob man durch Fortschaffung 
des KiweiBes vor der Zuckerbestimmung einen anderen Wat § 
fiir die reduzierende Substanz erhalten kénne. 50 ccm 


10fach verdiinnten Stammlésung wurden mit 3 ccm konzen- 


trierter Schwefelsiiure versetzt, mit 5 ccm 10°/,iger Phosphor. f 
wolframsiiure ausgefillt, filtriert und das Filtrat mit Wasser f 


aut 100 ccm aufgefiillt. 40ccm des Filtrates, das keine Biuret- 

reaktion mehr zeigte, wurden mit Natronlauge neutralisiert, 

auf 50 ccm gebracht und nach Folin untersucht. 
Vergleichslésung: 


(1 mg Traubenzucker in 10 ccm) Versuchslésung : 
20 
20 24 i Mittel: 24,25 
100 
0,1 x sos x 50 x —— X ms = 206,2 mg. 


Hier ist also ein von (auf Traubenzucke: 


berechnet) an reduzierender Substanz gefunden. Der Wer! 
iibertrifft den zuerst gefundenen nicht wesentlich. 


Wir haben ferner versucht, die Menge der reduzierende! i 
Substanz zu bestimmen, die durch einfache Dialyse der Spaltungs fF 


fliissigkeit gegen Wasser nach Oswald sich aus der Reaktions- 


fliissigkeit entfernen 1a48t. Dazu wurden 76 ccm der Stam 
lésung. gegen 700 ccm destillierten Wassers 24 Stunden lan; > 


dialysiert. Dann wurde das Dialysat abgegossen, das Becher 


1 
( 
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i gas und die AuBenfliiche des Dialysierschlauches mit Wasser 
nachgewaschen und das Dialysat mit den Waschwiissern auf 


s00cem gebracht. Von der Lésung wurden 40 ccm mit Natron- 


 lauge neutralisiert und nach Folin untersucht. 


Vergleichslésung: 
(img Traubenzucker in 10 cem) Versuchslésung : 
25 
25 ca Mittel: 18,0 
20 800 
0,1 x D0 x = 0,1389 g. 


Ks sind also in das Dialysat ungefiihr 70°/, hineingegangen. 
Nun wurde die Hydrolysenfliissigkeit noch einmal gegen 
200 com Wasser 24 Stunden lang dialysiert. Bei der nun- 
mehrigen Bestimmung wurden noch 16,8 mg _ reduzierende 


-Substanz im Dialysat gefunden. Rechnet man diese Menge zu 


der zuerst erhaltenen hinzu, so erhilt man rund 80°/, des 


reduzierenden Kérpers im Dialysat wieder. Die dialysierte 
—Lésung enthalt nur noch sehr wenig davon: es wurden nur 


noch 6,7 mg gefunden. 


DaB es sich bei der hier bestimmten reduzierenden Substanz 
uu’ wn Glucosamin handelt, ist von Oswald mit geniigender 
Sicherheit nachgewiesen. Will man sich also ein Bild davon 
machen, wie sich nun etwa diese Ausbeute von Glucosamin zu 
dem Vorkommen von Chondroitinschwefelsiiure im Molekiil des 
Ovomucoids verhalt, so kann man sich berechnen, wieviel 


 Glucosamin verlangt wird, wenn z. B. simtlicher Schwefel des 


Ovomucoids in Form von Chondroitinschwefelsiure vorhanden 


wire. Kinem Schwefelgehalt des Ovomucoids von 2,23°/, 


wirde unter Zugrundelegung der Formel C,,H,,0,,N,S, fiir 
Chondroitinschwefelsiiure ein Gehalt von 32,12°/, davon ent- 


sprechen. Diese Menge Chondroitinschwefelsiure verlangt nach 


der Leveneschen Formulierung einen Gehalt des Ovomucoids 
von 12,28°/, Glucosamin. Nun ist aber in Ubereinstimmung 


‘it simtlichen friiheren Untersuchungen ein sehr viel héherer 


: Gehalt an Glucosamin gefunden worden, etwa das Doppelte 


i der oben berechneten Menge. Bedenkt man aber, da sicher 
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ein groBer Teil des Schwefels in leicht abspaltbarer Form jj, — 
Ovomucoid (also als Cystinschwefel) enthalten ist, so wird dic F 
Ausbeute an Glucosamin, die sich nicht auf Chondroitinschwetel. F 
siure beziehen la48t, noch sehr viel gréBer. 

Ks wird also das Vorkommen von Chondroitinschwefc|. 
siiure im Molekiil des Ovomucoids sehr unwahrscheinlich, wy) 
es erscheint uns zweifelhaft, ob es erlaubt ist, das Ovomucoid ' 
so ohne weiteres bei den sicher Chondroitin- bzw. Mucoitin. F 
schwefelsiure enthaltenden Kérpern einzureihen. Der Befunl 
Langsteins!) der bei der Spaltung des Ovomucoids weder § 
Schwefelsiure noch Chondroitinschwefelsiure auffinden konnte, 
gewinnt in diesem Zusammenhange erhéhte Bedeutung. 


Da sich bei den vorstehenden Untersuchungen die Folinsche fF 
Zuckerbestimmungsmethode als recht zuverlissig und bequeu f 
bewahrt hatte, so haben wir sie benutzt, um noch einige Be. § 
stimmungen auszufiihren, die sich auf die Frage des Vorkommen: F 
von reduzierenden Substanzen im Ovalbumin beziehen. Bisher F 
besteht noch keine véllige Ubereinstimmung dariiber, ob dif 
reduzierende Gruppe, die man im Ovalbumin antrifft, zun f 
Molekil gehért oder ob sie nur etwa beigemengtem Ovomucoil f 
zukommt. Seemann’), der zuerst festgestellt hat, daB es sich F 
bei dieser reduzierenden Gruppe auch um Glucosamin handelt, f 
halt einen Wert von 9°/, fiir wahrscheinlich. Hofmeister’ 
schatzt die Menge der reduzierenden Substanz auf etwa 15°, § 
und Langstein‘), der seine Untersuchungen am krystallisierte: F 
Kiwei8 gemacht hat, glaubt einen Gehalt von 10—11°/, af 
geben zu kénnen. Schon Langstein hilt die Gegenwart voi 
Ovomucoid in seinen Ovalbuminpriparaten fiir ausgeschlossen, 
weil das Ovomucoid bei Halbsattigung mit Ammonsulfat, dic § 
fiir die Krystallisation des Ovalbumins erforderlich ist, nicht 
ausfallt. Wir haben nun Ovalbumin mehrere Male umkrystulli- F 
siert und die einzelnen Krystallfraktionen auf Reduktions- J 


Ya.a.O. Miller, Zs. Biol. Bd. 42, S. 582 (1901). 
a, a. O. 

5) Diese Zs. Bd. 24, 8. 170 (1898). 

*) Diese Zs. Bd. 31, 8. 51 (1900). 
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yvermégen untersucht. Wenn wirklich in die ersten Krystalli- 
 sationen noch Ovomucoid mit hineingegangen sein sollte, so 
hatte in den folgenden Krystalliraktionen jedenfalls die Re- 


duktionskraft stark abnehmen miissen. Wir kinnen aber gleich 
hier schon bemerken, da8 wir in allen Krystallisationen den 


’ gleichen Gehalt an reduzierender Substanz gefunden haben. 


Das spricht also nicht fiir die Ansicht, daB das Reduktions- 
vermégen des Ovalbumins durch beigemengtes Ovomucoid be- 
dingt ist. Vielmehr muB man als bewiesen ansehen, daB das 
Ovalbumin tatsichlich eine reduzierende Gruppe (Glucosamin, 
wie Seemann nachgewiesen hat) in seinem Molekil enthilt. 
Die Ausbeuten, die wir erhalten haben, sind niedriger wie die 
Angaben, die man in der Literatur findet. Méglicherweise 
liegt das daran, da wir nicht so lange gekocht haben, wie 
die friiheren Untersucher oder wir den EiweiBkérper nicht 
einer vorhergehenden Quellung mit Alkali unterworfen haben. 
Uns kam es aber vorerst nicht auf maximale Ausbeuten an, 
sondern wir wollten nur vergleichende Untersuchungen der 
elmzelnen Krystalliraktionen vornehmen. ODafiir schien uns 
die von uns gewihlte Spaltung zweckmaBiger; hitten wir linger 
und energischer gespalten, so hitten wir nachher auch stairker 
gefirbte Filtrate gehabt, an denen eine exakte colorimetrische 
Untersuchung schwierig ist. 

Das Ovalbumin haben wir nach der Methode von Hopkins!) 
krystallisiert. Das vom LEigelb abgetrennte Eierklar von 
20 frischen Hiihnereiern wurde zu Schnee geschlagen mit etwa 
! Volumen Wasser verdiinnt und zu der filtrierten Loésung 


: das gleiche Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung hinzugesetzt. 


Nach 4stiindigem Stehen wurde vom Globulinniederschlag ab- 
filtriert. Zu dem Filtrate wurde vorsichtig konzentrierte Ammon- 
sulfatlésung zugegeben, bis ein leichter bleibender Niederschlag 
entstand, dann wurde tropfenweise 10°/,ige Essigsiure zugefiigt 
bis zur deutlichen bleibenden Ausscheidung. Nach 24stiindigem 
Stehen in der Kalte wurde der Krystallbrei abfiltriert und ein 
kleiner Teil getrocknet. (Erste Krystallisation.) Fiir das Um- 


') Jl. of Physiol. Bd. 25, S. 306 (1900). 
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krystallisieren wurde der gréBte Teil der noch feuchten erste, 
Krystallisation in wenig Wasser gelést, durch Faltentilte; 
filtriert, und das Filtrat wieder mit gesittigter Ammonsultat- 
lésung bis zur beginnenden ‘T'riitbung versetzt. Dann wurde, 
einige ‘lropfen Essigsiure hinzugetiigt und die Reaktions. 
fliissigkeit der Krystallisation iiberlassen. Nach 24 Stunden 
wurde der Krystallbrei abfiltriert. Diese Umkrystallisation 
wurde 2 mal wiederholt. 

Kin anderer Teil des Krystallbreies der ersten Krystalli- 
sation wurde in Wasser gelést, durch Faltenfilter filtriert und 
die Filtrate im Wasserbade koaguliert. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, sorgfailtig mit heiBem Wasser aus- 
gewaschen, dann wieder mit destilliertem Wasser ausgekocht 
Dieses Verfahren wurde mehrmals wiederholt, so lange, bis das 
Waschwasser keinen Niederschlag mehr mit Bariumchlorid- 
lésung gab. Der Niederschlag wurde nun im ‘Trockenschrank 
getrocknet, im Moérser fein verrieben und wieder getrocknet, 
bis ungefahre Gewichtskonstanz erreicht war. — 

Zum weiteren Vergleich haben wir die Filtrate von den 
Krystallisationen nach Entfernung der Krystalle zur Koagulation 
gebracht und auf diese Weise noch eine weitere Fraktion der 
KiweiBkérper erhalten. Diese Substanz wurde in gleichier 
Weise wie die iibrigen gereinigt und getrockuet. 


I. Untersuchung der ersten Krystallisation. 


1,213 g (fein verrieben und getrocknet) wurden mit 50 ccm 
3°/,iger HCl-Lésung 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht 
(Stammlésung). 

10ccm der Stammlésung wurden mit Natronlauge neutrali- 
siert, auf 50 ccm autgefiillt und nach Folin untersucht. 


Vergleichslésung: — 
(Ling Traubenzucker in 10 cem) Versuchslosung : 
20 22,5 
Mittel: 28,3 
100 _ 9.0429: 
0,1 x X 50 X = 0,04292 g. 


Auf 1,213 Substanz berechnet, erhilt man 3,54°/,. 
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Bei dieser Bestimmung war die gelbliche Fiarbung der 


Versuchslésung fiir die colorimetrischen Vergleiche sehr stérend 
und es wurde deshalb in einer anderen Portion zuerst eine 
|illung mit Phosphorwolframsiiure erzeugt, um sowohl die 
wie auch die KiweiBkérper zu entfernen. 


20 com der Stammlésung wurden mit 9,5 ccm 10°/ ige 
Phosphorwolframsiure und 3 ccm Schwefelsiure versetzt, aul 
100 com aufgefiillt und filtriert. 40 cem des Filtrates wurden 
mit Natronlauge neutralisiert und auf 50 ccm gebracht. Daun 


wurde folgendes Resultat erhalten: 


Vergleichslésung: 


(wie oben) Versuchslosung: 
Mittel: 26,7 
100 
0,1 xX x 00 x 46,82 ng. 


Dem entspricht ein Prozentgehali von 3,86. 


II. Untersuchung des einmal umkrystallisierten Eiweiles. 
1,55 g wurden mit 80 ccm 3°/,iger HCl-Lésung 2,5 Stunden 


lang am RiickfluBkithler gekocht, neutralisiert und auf 200 cem 


gebracht. 40 ccm der Stammlésung wurden mit 12 ccm 


Phosphorwolframsiiure und 3 ccm Schwefelsiure versetzt, auf 


100 com gebracht, vom Niederschlag abfiltriert und das Filtrat 


60 com aufgefiillt. Das Resultat der Zuckerbestimmung war: 


Vergleichslésung: 


(wie oben) Versuchslésung: 
Mittel: 23,65 


100 


0,1 x x 90 X 52,9 mg. 


Also gefunden 3,41°/,. 


| I. Untersuchung des zweimal umkrystallisierten Ovalbumins. 


1,821 g Substanz wurden wie oben gespalten. Die Hydro- 


lysentliissigkeit wurde neutralisiert, wie oben und auf 100 ccm 
 gebracht. 20 com der Stammlésung wurden mit Phosphor- 
wolframsiiure und Schwefelsiure ausgefillt, auf 100 ccm auf- 
gefiillt und filtriert. Dann ergab sich: 
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Vergleichslosung: 
(wie oben) Versuchslosung : 
20 21,0) 
Mittel: 21,4 
100. 100 
x aia * D0 X = 98,41 mg. 


Also gefunden 3,21°/,. 

Kine Stickstoffbestimmung in unserem Praparat ciga) 
einen Wert von 14,75°/, N. (Unser Praparat war nicht bi & 
zur v6lligen Gewichtskonstanz getrocknet.) Fiir  trockene 
Ovalbumin werden 15,00—15,6°/, N angegeben. 

0,2254 g siittigen 23,1 cem n/10 N-Siiure = 14,36 °/, N. 

013878 , 14,90 ,, » 15,15, N 

Mittel: 14,75°/,. 

Die kleine Differenz, die durch die nicht ganz zu Hunde 
gefiihrte Trocknung verursacht wird, kann ohne weiteres ve- 
nachlissigt werden. 


IV. Untersuchung des EiweiBes aus dem Filtrat nach der 
zweimaligen Krystallisation. 


1,845 g wurden, wie oben beschrieben, behandelt, aii 
100 com aufgefiillt. Dann wurden 20 ccm der Stammlisung 
mit 12 ccm Phosphorwolframsiure und 3 ccm Schwefelsiue 
versetzt, auf 100 ccm gebracht und filtriert. Das Filtrat, § 
40 ccm wurde neutralisiert und auf 50 ccm gebracht. Dam — 
ergab sich: | 


Vergleichslésung: 
(1 mg Traubenzucker in 10 ecm) Versuchslésung: 
Mittel: 25,8 
O,l x x 50 X x mg = 60,56 mg. 


Also gefunden 3,28°/,. 


V. Dialysierversuch mit zweimal umkrystallisiertem Eiwei!. 

a) 10,396 g getrocknete und fein pulverisierte Substau 
wurde mit 3°/,iger Salzsiure, wie in den friiheren Versucheu, 
gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde filtriert, ausgewaschen 


l 


al) 
bis 


er 
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Jer Mederschlag und Filtrat und Waschwasser auf 350 com 
webracht. 


20 com der Stammlésung wurden mit 13 com Phosphor- 
wolframsiure und 3 ccm Schwefelsiure versetzt, auf 100 com 
vufgefiillt und filtriert. Das Filtrat, 80 ccm, wurde neutralisiert 


‘und auf 100 com gebracht. Dann ergab sich: 


Vergleichslésung: Versucheld 
(2me Traubenzucker in 10 ce) ersuchslésung : 
20 25,3) ay. 
Mittel: 24,75 
0 300 
02 X grag X 100 x x mg = 353,5 meg. 


Also gefunden 3,399°/). 


b) Nun wurden 300 ccm der Stammlésung gegen etwa 
600 com Wasser dialysiert. Nach 24 Stunden wurde das 
Dialysat abgegossen und mit dem Waschwasser zusammen 


| auf 700 com aufgefiillt. 


40 com des Dialysates wurden nun neutralisiert, auf 50 ccm 
vebracht und colorimetrisch untersucht: 


Vergleichslésung: 
(2mg Traubenzucker in 10 cem) 
20 
17,5 | Mittel: 17,385 
0,2 x - x 50 X 201,6 mg. 


c) Die Stammlésung wurde nun noch einmal gegen 350 ccm 
Wasser 25 Stunden lang dialysiert. Dialysat und Waschwasser 
betrugen 400 ccm. 

40 com hiervon wurden neutralisiert und auf 50 com ge- 
bracht. Dann ergab sich: 


Vergleichslosung: 

(1 mg Traubenzucker in 10 ccm) 
20) 21,4) as: 

Mittel: 21, 

fittel: 21,8 


400 


O,1 x - x 50 X a 46,8 mg. 


Rechnet man die in beiden Dialysaten erhaltenen Mengen 


reduzierender Substanz zusammen, so erhilt man 
201,6 -- 46,8 = 248,4 mg. 
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Das sind rund 83°), der tiberhaupt in der Reaktionstliissigke; 
vorhandenen reduzierenden Substanz. Hs liegt also auch hiy 
eine leicht dialysable Verbindung vor, die nach den Literatw. § 
angaben Glucosamin ist. | 


Unsere Versuche haben also ergeben, die verschiedene, 
Krystallisationen den gleichen Gehalt an reduzierender Substan, 


haben. Man kann sich deswegen nicht der Ansicht ve. 
schlieBen, daB in der Tat der reduzierende Kérper zum Molekil § 
des Ovalbumins gehért. Ware er nur eine Beimengung, « § 
hatte man erwarten miissen, daB das hiufige Umkrystallisiere: 
schlieBlich den Gehalt an reduzierender Substanz herabgedriickt 
hatte. In welcher Weise nun das Glucosamin im Molekiil de 
Ovalbumins gebunden ist, dariiber kénnen naturgem&B unscie 
Versuche keinen Autschlu8 geben. Nur das eine ergibt sicli 
in Bestatigung der ilteren Angaben, daB die Bindung des 
Glucosamins sehr leicht abtrennbar ist; es erscheint schon, § 
wenn der gréBte Teil des KiweiBkérpers noch als verhiltnis- 
maBig groBe Bruchstiicke vorhanden sind. 

Von Osborne, Jones und Leavenworth?) ist angegeben, 
daB sie durch Siurespaltung eimes 6mal umkrystallisierten 
Ovalbumins nur so viel eines Glucosazons erhalten haben, wie 
einem Glucosamingehalt von 1,23°/, aiquivalent ist. Nun sind 
die Ausbeuten an Osazon aus solchen Eiweifspaltungstfliissig- 
keiten keineswegs quantitativ und wir glauben, daB kein Grund 
vorliegt, aus der Osborneschen Zahl einen Widerspruch her- 
zuleiten. Die Zahlen Osbornes sind unserer Ansicht nacl 
Minimalzahlen, wihrend die Bestimmung nach Folin den ge- 
samten Gehalt an reduzierender Substanz angibt. 


1) JI. of Physiol. Bd. 24, S. 252 (1909). 
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Beitrag zur Kenntnis der synthetischen Leistungen des 
tierischen Organismus. 


Von 
Emil Abderhalden. 


‘Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1924.) 


In allen jenen Fallen, in denen Organismen sich von 
einer bestimmten, sich immer gleich bleibenden Nahrung er- 
nihren, lassen sich in besonders iiberzeugender und klarer 
Weise die analytischen und syuthetischen Leistungen ihrer 
Zellen erkennen, indem man die einzelnen Substanzen, die sie 
hervorbringen, in Beziehung zur Zusammensetzung der Nahrung 
bringt. Vor einigen Jahren beobachtete ich, daB in einer 
Flasche, in der Kokons des Seidenspinners aufbewahrt wurden, 
Larven von einem Kifer vorhanden waren. Daneben fanden 
sich auch zahlreiche Kafer und zwar handelte es sich um 
Anthremus muscorum (Kabinettskifer). Im Laufe der Zeit ent- 


_wickelte sich eine ganze Reihe von Generationen dieser Kafer- 


art, wobei als einzige Nahrung die Bestandteile der genannten 
Kokons in Frage kamen. An Stelle des erwihnten ,,Nahrungs- 


- mittels* wurde den Larven reiner Seidenfaden (Seidenfibroin 


+-Seidenleim) dargeboten. Auch auf dieser Nahrung gediehen 


die Larven recht gut. Auf Wolle (Keratin), Gelatine, einem 
' Gemisch von verschiedenartigen Aminosiiuren gelang es nicht, 
die Larven zu ziichten. Interessanterweise war fiir die Kifer 
. auch das reine Seidenfibroin auf die Dauer als einzige Nahrung 
nicht ausreichend. Mit Casein gelang es, die Larven langere 
_ Zeit am Leben zu erhalten. Nur wenige davon verwandelten 
Sich jedoch in Kifer. Von den verwendeten Seidenarten erwies 
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sich eine als ganzlich ungeeignet. Ks war dies eine aus Kantw), 
bezogene, ‘ailung genannte Seidenart. Sie zeigt eine gay 
andere Zusammensetzung, als das gewohnliche Seidentibroiy: 
Ferner ist sie auBerordentlich schwer angreifbar. Kin kleine, 
Versuch, die Larven auf der Seide der Vogelspinne zu ziichtey, 
hatte ein positives Ergebnis. 

Die Seide besteht nun in der Hauptsache aus den Amino. F 
siuren Glykokoll, Alanin, Tyrosin und Serin. Danehe, § | 
finden sich kleine Mengen von Leucin, Phenylalanin, Prolif 
Arginin, Lysin und Histidin.?) Aus diesen Produktey 
gehen nun all die verschiedenartigen Kérpersubstanzen de 
Larve und des Kiifers hervor. Ks miissen Fette und Koble. 
hydrate gebildet werden und vor allen Dingen in groferen 
MaBstabe die Bausteine des Chitins. Das verabreichte Futter 
(Seidenfibroin) war vollstiindig frei von Fett und Kohlehydraten, 
Nun ergab die Analyse der Kifer, daB sie Schwefel enthalte: 
und zwar etwa 0,5°/,. Auch konnte ich aus ihnen Kiweil 
abscheiden, das ganz deutlich eine positive Schwefelbleiprob: 
gab. Es entstand nun die Frage, woher der festgestellt: 
Schwefel stammt. Die Untersuchung des verfiitterten Seiden- f 
fadens ergab, daB in diesem, wenn auch in geringer Menge, 
Schwefel enthalten ist. Der Seidenfaden enthilt auch Aschei- 
bestandteile, die dann ven den Larven tibernommen werden 
kénnen. Der Versuch, mittels der den Larven zur Verfiiguny 
stehenden Verdauungssiifte unter dem Mikroskop eine Au: 
lésung von Seidenfaden bzw. von Leim und Fibroin herbei- 
zufiihren, hatte kein hestimmtes Ergebnis. Wurde der Seideu- § 


faden méglichst fein zerkleinert, dann schien eine Kinwirkuny 


stattzufinden. 
Aus den gemachten Beobachtungen geht hervor, dab ef 


Organismen gibt, die von Seide leben kénnen. Sie sind in 


Parallele mit jenen Organismen zu stellen, die Keratinsubstaw7 
als Nahrung aufnehmen. 


E. Abderhalden u. Ryngo Inouye, Diese Zs. Bd. 80, 1% 
(1912). 
*) Vel. E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 120, S. 205 (1922). 
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Untersuchungen iiber die Gallenséuren. XXII. 
Finiges Ungeklarte aus der Gallensdurechemie. 


Von 
Heinrich Wieland. 


‘Aus dem Chemisechen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1924.) 


Im Verfolg der Arbeiten, die das Ziel der Konstitutions- 
ermittlung der Gallensiuren und damit verwandter wichtiger 
Naturstoffe zum Gegenstand haben, sind von Anfang an da 
und dort Beohachtungen gemacht worden, die, wenn sie auch 


der Linie des systematischen Abbaus nicht direkt zuwider 


liefen, sich zumindest nicht mit ihr deckten, teilweise aber 
auch mit den auf jenem Weg bisher gefundene> Ergebnissen 
nicht leicht in Einklang gebracht werden konnten. Wenn 


_bisher dariiber nicht berichtet wurde, so geschah dies deshalb, 


weil ihre Bedeutung fiir die Konstitutionsfrage noch nicht 


'belangreich erschien und weil man beabsichtigte, von ihrer 
_ Ausweriung erst in einem geeigneten Stadium der Konstitutions- 
erforschung Gebrauch zu machen. 


Nun hat kiirzlich Herr Borsche'!) — wogegen ich sach- 
lich durchaus nichts einzuwenden habe —- in die von mir 
lestgelegte Abbaureihe des Gallensiiuremolekiils experimentell 
eingegriffen und ein ungesittigtes Keton C,,H,,0 beschrieben, 


(as er bei der thermischen Zersetzung der Brenzdesoxybilian- 
siure erhalten hat. Dieses Keton war mir natiirlich langst 


') Chem. Ber. Bd. 57, S. 1485 (1924). 
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bekannt, war aber aus den angefiihrten Griinden von der Vy. 
Offentlichung zuriickgehalten worden. Mein damaliger 


Dr. W. Schulenburg hatte es schon vor 5 Jahren in Hindeyff ® 


und es ist dann in der Dissertation von KE. Gottsackey 
naiher beschrieben worden. 

Der vorliegende Fall veranlaBt mich, mit einigen [yh 
giinzungen, die das erwihnte Keton betreffen, noch 
andere Beispiele, die wie dieses der Deutung im Rahmen def 
bisher erlangten Ergebnisse Schwierigkeiten bereiten, hier wi-[ 
zuteilen. Im zweiten Teil dieser Abhandlung wird iiber 
sehr charakteristisches, intensiv bearbeitetes Oxydationsprodukt 
der Brenzcholoidansiiure berichtet, das sich auch nicht ganfh 
befriedigend in die bisherigen Vorstellungen einfiigen lilt. 


I. 

1. Schon in der ILL Mitteilung2) wird eine Substanz ef | 
wihnt, in der sich eigentiimliche, in dem zurzeit wahrschei-§ 
lichen Strukturbild nicht gut zum Ausdruck kommende Be. 
ziehungen zwischen der Carboxylgruppe und dem Ringgeriit 
des Gallensiuremolekiils vorfinden. Bei der Vakuumdestillationf 
der Desoxycholsiure wurde damals neben dem Hauptprodukt,f 
der Choladiensiure C,,H,,0, ein prichtig krystallisierter, mith 
ihr isomerer Kérper von neutraler Natur (Schmelzp. 215—217' 


erhalten, Seine Untersuchung ist in der Zwischenzeit mehrfacif 


in Angriff genommen worden, aber die auBSerordentlicle® 
Schwierigkeit seiner praparativen Beschaffung hat den jeweiliget 


Bearbeitern immer nur wenige Dezigramme davon in die Half | 


gegeben. Was aber an erster Stelle zu ermitteln war, dif 
MolekulargréBe der Verbindung und die Charakterisierung ihre! 
chemischen Art, das ist ermittelt worden. | 

L. Cerecedo’) hat festgestellt, das Isomere def 
Choladiensiure monomolekular ist und da8 man in iln— 


zweifellos ein Lacton anzunehmen hat. Durch kurzes Av- > 


kochen mit alkoholischem Kali entsteht das (beim Verdiinuef 


) Freiburg, Februar 1924. 
*) Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 98, S. 59 (1916). 
*) Dissertation Miinchen 192i. 
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‘mit Wasser in Loésung bleibende) Salz einer Siure, die beim 


Ansiiuern ausgefallt wird. Wir haben die Siiure nicht krystalli- 


 siert erhalten. 


Molekulargewichtsbestimmuneg: 


0,2159 g Substanz gaben in 11,272 g Eisessig: d = 0,23". 
M = 325. Ber. fiir C.,H,,0, M = 356. 


Kine zweite Bestimmung hat einen noch kleineren Wert ergeben, 


daB doppelte MolekulargréBe vollkommen ausgesehlossen ist. 


kK. Gottsacker hat nachgewiesen, daB das Lacton eine 


Doppelbindung enthilt. 0,2 g Substanz in 5 ccm Kisessig 
geist, wurde mit 0,1 ¢ Palladiumschwarz und Sauerstoff in 
der Schiittelbirne hydriert. Nachdem Sittigung gegen Per- 
-manganat erreicht war, wurde die filtrierte Lisung mit Wasser 
gefillt und der hydrierte Kérper aus Alkohol umkrystallisiert. 
‘fF Kin zweiter Versuch mit 0,5 g verlief ebenso. Kurze Prismen 
‘Be vom Schmelzp. 230—232°. 


3,609 mg, 4,172 mg, 3,751 ng Substanz gaben 10,575 mg, 12,280 mg, 


11,000 mg CO, und 3,405 mg, 3,830 mg, 3,480 mg H,O. 
CyH,,0, (858) Ber. C 80,38°/, H 10,69°/, 


Gef. ,, 80,00 80,28 79,98°, 10,60 10,27 10,23°, 


| Beim kurzen Kochen mit alkoholischem Kali wird das hydrierte 
,f Lacton zum Salz der Siiure aufgespalten. 


Bei der Bildung dieses Lactons mu8 die Carboxylgruppe 


| ‘ gegen eine der beiden OH-Gruppen, die in gesicherten Stellungen 
an RingI und Ring II haften, Wasser abgespalten haben, wenn 
- man nicht annehmen will, daB eine der beiden Doppelbindungen 
# der Choladiensiure unter dem EinfluB der hohen Temperatur 
| sich gegen die COOH-Gruppe hin verschoben hat. 


2. Bei der Destillation von cholansaurem Natrium 


_(,,H,,CO,Na itiber Natronkalk entsteht, in ziemlich guter Aus- 
-F beute, nicht der erwartete Kohlenwasserstoff Cholan C,,H,,, 
sondern ein um 2 Wasserstoffatume airmerer und dabei ge- 
Sdttigter von der Zusammensetzung C,,H,,. Diese Beobachtung 


tthrt zu dem Schlu£, daB mit der Decarboxylierung eine Ab- 


- spaltung von Wasserstoff verbunden ist zwischen der «-stiindigen 


Hoppee-Syler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXL. 13 
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Methylengruppe und einem fiir eine neue RingschlieBung go. 
eignet liegenden Kohlenstoffatom des Ringgeriistes. 

10 g Natriumcholanat — das Sala krystallisiert aus eine; 
heiBen alkoholischen Lisung der Siure nach Zugabe eines 
kleinen Uberschusses von NaQ-C,H,-Lésung — wurden mit 
30 g Natronkalk innig verrieben; die Mischung wurde in ej 
Verbrennungsrohr eingefiillt und nun im Vakuum vorsichitig 
destilliert, indem von hinten nach vorne langsam fortschreiten( 
geheizt wurde, Das erhaltene Rohprodukt, 4,1 ¢ eines oli. 
gelben Oles wurde, in Ather gelést, mit Natronlauge durch. 
geschiittelt und dann bei 12 mm fraktioniert. Nach einem in 
der Hauptsache bei 185—190° siedenden diinnfliissigen 
ging bei 213—218° eine schwere gelbe Fliissigkeit iiber, dic 
bei wiederholter Destillation bei 210—213° sott (Analyse J}, 
Bei einem zweiten Versuch wurde die bei der ersten Destillation 
bei 218—220° iibergehende Fraktion analysiert (II) und in 
der Zusammensetzung mit dem doppelt destillierten Priiparat 
identisch befunden. 

I. 0,1222 g Substanz gaben 0,3932 g CO, und 0,1328 g H,0. 


IT. 0,2036 g 0,6558¢ ,, 0,2170¢ ,, . 
(314) Ber. C 87,909/, H 12,10°/, 
Cog Hy, (316) 87,26 ”? 12,75 


Gef. I. ,, 87,75 II. 87,84°/, ,, 12,16 11,93", 


Molekulargewichtsbestimmung (I): 

0,1992 g Substanz gaben in 18,34 g¢ Benzol: 4 = 0,191°. 

Ber. M= 314. Gef. M = 298. 

Der Kohlenwasserstoff, Dehydrocholan C,,H,,, ist cin 
gelbes, in ganz reinem Zustand wohl farbloses, dickfliissiges (I, 
leicht léslich in Ather, Benzol, Chloroform, Petrolither, schwerer 
in Aceton und Eisessig, sehr schwer léslich in den Alkoholen. 
Er ist bestiindig gegen Permanganat und addiert kein Brov. 

8. Wie in der Einleitung erwahnt wurde, entsteht bei der 
thermischen Zersetzung der Desoxybiliansiure C,,H,,0, neben 
Brenzdesoxybilianséure C,,H,,0, ein Keton C,,H,,0. Da ¢s 
auch durch Destillation von Brenzdesoxybiliansiure erhalten 


') EK. Boersch, Dissertation, Miinchen (Universitit) 1919. 
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wird, so ist seine Entstehung auf eine Abspaltung von CO, 
und H,O aus dieser Siiure zuriickzufithren. 


Wir bringen 10 g Desoxybiliansiiure im Vakuum von 


s 12mm mdglichst rasch zur Zersetzung und destillieren dann 


so rasch, als es das Schiumen der Schmelze zuliBt, iiher. 


{ Die Badtemperatur wird dabei auf 350° gebracht. Das Destillat 


wird aus dem Ansatz herausgeschmolzen und mit Ather digeriert, 


E der das Keton leicht lést, die Brenzsiiure aber zum griBten 
Teil krystallinisch zuriicklaBt. Die Atherlésung wird erschipfend 


mit verdiinnter Lauge ausgeschiittelt — aus dem Auszug kann 
noch Brenzdesoxybiliansiiure gewonnen werden -— und hinter- 
liBt nach dem Abdampfen des Lisungsmittels das bald krystalli- 


- sierende Keton. Es wird aus Alkohol oder Kisessig um- 
_ krystallisiert und in reinem Zustand in langen Prismen vom 


Schmelzp. 144° erhalten. Die Ausbeute an_ krystallisiertem 


: Rohprodukt erreicht nicht ganz 10°/, vom angewandten Material. 


Die Reaktion mit Brenzdesoxybiliansaiure verliuft ganz 
analog, mit den gleichen Ausbeuten an Keton. 

Bei der Darstellung gréBerer Mengen von Brenzdesoxy- 
bilansiiure, die fiir andere Zwecke gebraucht wurden, hat 
0. Schlichting den neutralen Inhalt der Atherlésungen durch 
Destillation im Hochvakuum gereinigt. Aus der Fraktion 


— 210—230° wurde im wesentlichen durch mehrfache Krystalli- 


sation aus Methylalkohol das Keton C,,H,,0 (Schmelzp. 144°, 
C 84,35°/,, H 10,44°/,, Ber. C 84,55°/,, H 10,32°/,; weitere 
Analysen siehe Dissertation Gottsacker) erhalten. Der bei 
230—250° iibergehende Anteil enthielt daneben das durch 
seine gréBere Lislichkeit in Methylalkohol abtrennbare 

Anhydrid der Brenzdesoxybiliansaure. Farblose, 
perlmutterglinzende Blattchen vom Schmelzp. 134°  Gegen 
Permanganat gesiittigt. 


0,1520 und 0,2160 g Substanz gaben 0,4196 und 0,5978 g CO,, 
sowie 0,1262 und 0,1844 g H,O. 
C,,H,,0, (730) Ber. C 75,62, 9,04°/, 
Gef. ,, 75,31 75,519) 9,29  9,56%, 


Das Anhydrid wird durch 1-stiindiges Kochen mit 10°/,iger 


alkoholischer Kalilauge aufgespalten, die entstandene Brenz- 
| 13* 
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desoxybiliansiture wurde durch Analyse und Reaktionen 4) 
solche identifiziert. 

Wir geben hier noch die Werte der Molekulargewichts. 
bestimmungen des Ketons C,,H,,0 wieder. 

_0,1964 g Substanz in 16,889 g Benzol: 4 = 0,22°. 

01876 4, 4 17,522¢ A= 0,179°% 

Ber. M312. Gef. M 280 317. 

Oxim C,,H,,ON. Dargestellt durch 2—8stiindiges Krhitze 
des Ketons im Uberschu8 von methylalkoholischer Hydroxyl. 
aminlésung. Aus Methylalkohol farblose Nadeln vom unscharfer 
Schmelzp. 98—99° (unter Aufschiumen). 

7,36 mg und 3,03 mg Substanz gaben 0,293 cem (16°, 746 mm) und 
0,125 eem (15°, 744 mm) N, 

(327) Ber. N 4,289), Gef. N 4,52 4,68°, | 

Der in der Substanz einkrystallisierte Methylalkolol & 
wird beim Erhitzen im Vakuum nach der Feststellung von 
Dr. Schlichting abgegeben. 


3,400 mg Substanz gaben 10,040 mg CO, und 3,125 mg H,0. 


Ber. C 80,73°/, H 10,09°/, 
Gef. ,, 80,48 10,28 
Titration des Ketons mit Brom in Chloroform 


lésung. 

0,2004 g Substanz verbrauchten 0,1112 g Br. 

Ber. fiir eine Doppelbindung: 0,1025 ¢ Br. 

Hydrierung. 2g Keton C,,H,,O0 wurden in 50 ccm 
Kisessigs bei 60° mit 0,2 g Platinschwarz unter 2 Atm. Ube- 
druck 10 Stunden lang unter Wasserstoft geschiittelt. Da nocli 
keine vollkommene Siattigung eingetreten war, wurde die Hydric- 
rung mit neuem Platin fortgesetzt, bis kein Wasserstoff mel 
aufgenommen wurde. Auch jetzt entfirbte die abfiltrierte 
Lésung noch Permanganat, aber aus dem mit Wasser aus- 
gefallten Material lieB sich durch dreimaliges Umkrystalli- 
sieren aus der 12fachen Menge Alkohol das reine Dihydro- 
keton gewinnen. Es krystallisiert in farblosen glanzenden 
Blattern vom Schmelzp. 186—137° Die Liebermannsche 
Reaktion mit Essigsiureanhydrid und konzentrierter Schwefel- 
siure, die beim Keton C,,H,,0 von Gelb tiber Griin nach 
Braungelb geht, bleibt hier aus. Ebenso ist die Substanz 1 


a 
a 
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Kisessiglsung gegen Permanganat gesittigt, wodurch gezeigt 
ist, daB das Keton C,,H,,O eine Doppelbindung enthilt. 


5,968 mg und 5,408 mg Substanz gaben 18,415 und 16,670 mg CO,, 
gowie 6,005 und 5,398 mg H,0. 
C.,H;,0 (314) Ber. 84,00°, H 10,90°/, 
Gef. ,, 84,17 84,09 146%), 


O, Schlichting fand bei der Nachpriifung der Angaben 


yon Gottsacker, daB 1 g Keton mit 0,2 g Pt in der Schiittel- 


hire schon nach 30 Minuten durchhydriert war (Verbrauch 
90 ccm N, statt 72). Das Oxim krystallisiert ebenfalls sehr 
schén. Schmelzpunkt nicht scharf bei 97° unter Aufschiumen; 
heim weiteren Erhitzen erstarrt die Schmelze, um bei 154” 
erneut zu schmelzen. 


4,156 mg Substanz gaben 12,260 mg CO, und 3,980 mg H,O 
(H. Lunde). 
C..H,,ON (829) Ber. C 80,24°/, 10,64°/, 
Gef. ,, 80,45 » 10,72 


Kohlenwasserstoff 


0,5 ¢ des gesiittigten Ketons wurden, in 14 ccm Alkohol 
velist, mit 5 ccm konzentrierter Salzsiiure versetzt und mit 
ig verquecksilbertem Zink unter Einleiten von Salzsiiuregas 
16 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht; das Zink wurde 
in 2 Anteilen hinzugefiigt. Sehr bald schied sich ein braunes 
Ol ab, das nach dem Erkalten fest wurde und aus Alkohol in — 
langen farblosen Prismen vom Schmelz. 79° krystallisierte. 


3,534 mg Substanz gaben 11,350 mg CO, und 3,95 mg H,0. 
(300) Ber. 88,0 H 12,0 
Gef. 87,59 » 12,51 

O. Schlichting hat die Reduktion in 6 Stunden durch- 
gefiihrt. Der Kohlenwasserstoff wurde destilliert, Siedepunkt 
bei etwa 170°, 4mm. Das Destillat erstarrte sofort. Der 
Schmelzp. von 92—93° wurde durch Krystallisation aus Alkohol 
auf 96° gebracht. Da der Kohlenwasserstoff gesiittigt ist und 
10 H-Atome weniger enthalt als der Grenzkohlenwasserstoff 
(,,H,,, so miissen 5 Ringe in ihm enthalten sein. Es ergibt 
sich weiter, daB auch das ungesittigte Keton C,,H,,O 5 Ringe 
ueben einer Doppelbindung haben mub. 
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3,970 mg und 3,955 mg Substanz gaben 12,805 mg und 12,720 iy 
CO,, sowie 4,225 mg und 4,270 mg H,O (Frl. E. Thaler). 
Gef. C 81,73 87,73 °/, H 11,88 12,08, 


Auch bei der Destillation der Choloidansiiure C,,H,,0,, 
wurde neben Brenzcholoidansiure, freilich in sehr geringe: 
Menge, ein neutraler Kérper isoliert; auch aus Brenzcholoidan- 
siure wurde bei der Destillation ein solcher, wahrscheinlic; 
mit diesem identischer, erhalten. Zur sicheren Feststellung hat 
die Untersuchung bisher nicht gefiihrt. Die Verbindung krystalli- 
sierte in kurzen farblosen Prismen und besa den nicht gan 
scharfen Schmelzp. 120°; gegen Permanganat war sie stark 
ungesdttigt. Kine einzige Mikroanalyse (C 83,39°/,, H 10,28° 
wiirde darauf schlieBen lassen, das ein ungesittigtes Keton 
gleicher Art, wie aus Brenzdesoxybiliansiure vorliegt, das unter 
Abspaltung von 3 Mol CO, und 3 Mol H,O aus Choloidansiure 
entstanden wiire; es hitte die Zusammensetzung C,,H,,() 
(C 84,56°/,, H 10,07°/,). 


———> Cy, + + 3H,0. 


DaB. die angewandte Choloidansiiure cine geringe Beimengung von 
Desoxybiliansiure enthalten haben kénne, so daB wir deren Keton C,,H,,0 
isoliert hiitten, glauben wir deshalb nicht, weil auch die thermische Zer- 
setzung reiner Brenzcholoidansiure, wie erwihnt, einen neutralen Korper 
ergeben hat, dessen Schmelzpunkt bei der geringen Substanzmenge nu 
auf 110° gebracht werden konnte. 

SchlieBlich wurde auch bei der Vakuumdestillation der 
Chollepidansdure?) ein neutrales krystallinisches Neben- 
produkt aufgefunden. Hier gelang die Reindarstellung nicht: 
die Menge war allzu klein. Wir beschrinken uns auf die 
Wiedergabe dicser Beobachtungen aus der Dissertation vou 
K. Gottsacker. Sicher ist, daB in dem genauer untersuchten 
Fall der Desoxybiliansiure die urspriingliche Carboxylgruppe 
als CO, verloren geht. Ob der fiinfte Ring sich durch Ver 
kniipfung der decarboxylierten Seitenkette gebildet hat, oder 
ob er als Folge der H,O-Abspaltung intranuclear in Ring 1! 
oder I entsteht, das laBt sich bis jetzt nicht entscheiden. 


') Diese Zs. Bd. 134, S. 140 (1924), 


( 
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II. 
Wihrend die offene Siure C,,H,,0. aus Brenzcholoidan- 


siure (II) durch Salpetersiure zur Solanellsiure C,,H,,0,, (11D) 


| oxydiert wurde’), verhilt sich Brenzcholoidansiure selbst, 
 Anhydrid C,,H,,0, (1) gegen jenes Oxydationsmittel ganz 
 andersartig. 


In einer Ausbeute von etwa 40°/, des eingesetzten Materials 
erhilt man eine Saure von der Zusammensetzung C,,H,,0,,, 
die schon vor 5 Jabren im Miinchner Laboratorium gefunden 


' yurde. Trotz ihres hohen Sauerstoffgehaltes titriert sich diese 


H, 
as 
| | | 
of  ~<-CH,-COOH 
| | | 
‘CO H,C__—CH 
CH, 
HOOG 
UL. 
C—CH,-COOH 
HOOC-CH,—CH- COOH 


Substanz als nur 8-basische Séure. Beim Kochen mit Alkalien 


) —entsteht unter Aufnahme von 1 Mol Wasser eine ebenfalls sehr 
 schén krystallisierte Saure C,,H,,0,,, deren Agquivalent bei der 


Titration in wiBriger Lésung gleich hoch ist, wie das der 
ersten Siure. Siiuert man nach der Titration an, so erhalt 
nan die Séure C,,H,,0,, zuriick. Sie entsteht auch wieder, 
wenn man C,,H,,0,, mit Salpetersiiure kocht. 

Die Beziehungen der beiden Siiuren werden durch die 
Untersuchung ihrer Ester etwas niher beleuchtet. Wie 
F. Adickes festgestellt und W. Mothes?) bei der Nachpriifung 


) Diese Zs. Bd. 114, S. 167 (1921). 
*) Dissertation, Freiburg i. B., Februar 1924. 
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hestatigt hat, wird die Siiure C,,H,,0,, sowohl aus dem Silber. 
salz mit Methyljodid wie auch direkt durch Diazomethan j) 
einen neutralen Trimethylester C,,H,,O0,, tibergefiihrt. Da die 
Ergebnisse der Titration bei den Polycarbonsiiuren der Reihe 
nicht immer einen absolut sicheren Riickschlu8 auf die Anzahl 
der Carboxylgruppen gestatten, so ist erst durch die Ver. f 
esterung der dreibasische Charakter der Saéure C,,H,,0,, sicher. 
gestellt. Die Siiure C,,H,,0,, laBt sich nach keiner der beidey 
Methoden in einen neutralen Ester verwandeln. Bringt nay 
sie mit einem UberschuB von Diazomethan zusammen, un( 
schiittelt nach beendeter Reaktion die gewonnene Atherlisung 
des Esters mit Sodalésung durch, so geht fast das ganz > 
Material als Salz in Lésung. Beim Ans&uern fallt eine harzixe 
Substanz aus, die sich nach einigen Tagen in den schin 
krystallisierten ‘lrimethylester der ersten Siiure umwandelt. 
Der Unterschied in der Reaktionsweise von Brenzcholoidin- 
siiure (I) und ihrer offenen Siiure (Il) gegeniiber Salpetersiiure 
beruht sicherlich auf der Siureanhydridgruppe, durch die die 
Oxydation in andere Richtung geleitet wird. DaB die Anhydrid- § 
gruppe in der Siure C,,H,,0,, noch enthalten ist, geht aus 
ihren Eigenschaften zweifellos hervor, ebenso der Uber- 
gang in die Siure C,,H,,O,, in der Aufspaltung des Anhydrid- 
rings seinen Ausdruck finden. Aber die Leichtigkeit, mit de: f 


sich dieser Ring zuriickbildet, ist bei den Polycarbonsiiuren, § 


die bisher im Abbau erhalten worden sind, vdllig neu uni 
unerwartet; vor allem auch ist iiberraschend, daB die zwei so 
stark zur Anhydridbildung neigenden Carboxyle von der Methy- 
lierung durch Diazomethan unberiithrt bleiben und im 
methylester sich spontan wieder anhydratisieren. Wenn die — 
Anhydridgruppe bei der Bildung der Siure C,,H,,0,, as 
Brenzcholoidansiure in der Tat noch besteht, dann muf an f 
den benachbarten Kohlenstoffatomen bei der Oxydation etwas 
geschehen sein, was die Bestiindigkeit des Anhydridringes hier 
rechtfertigt. 

Wir wollen versuchen, fiir diese Verhiltnisse eine Er- 
klarung zu finden, Man wird kaum fehlgehen in der An 
nahme, daB die Oxydation der Brenzcholoidansiiure (I) an der F- 


FE 
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gleichen Stelle einsetzt, wie an ihrer offenen Siiure (I), nim- 
lich zwischen C, und C,. Das dadurch entstehende (nicht 
isolierte) Zwischenprodukt C,,H,,O, (IV) unterscheidet sich von 
dem analogen, isolierten Zwischenprodukt aus I, der Proso- 
lanellsiiure (V) durch den Anhydridring, der offenbar den 
weiteren Gang der Oxydation beeinfluBt. 


oH, CH, 
CH 
‘ OC: CH 
CH, C—cH, 
HOOC-H,C—CH :CO HOOC-H,C—CH. COOH 
6 
CO 


Wihrend V zwischen C, und C,, unter Bildung zweier 
(OQOH-Gruppen zur Solanellsiure (II1) aufgespalten wird, mub 
sich fiir das angenommene Zwischenprodukt IV bei seinem 


 Ubergang in die Siiure C,,H,,0,, folgendes vollziehen: 


1. Nur eine weitere Carboxylgruppe wird gebildet. 

2. Zwei Wasserstoffatome werden wegoxydiert. 

3. Der Anhydridring mu8 aus den oben angefithrten Griinden 
durch den weiteren Verlauf der Oxydation einschneidend ver- 


iindert werden. 


Zur weiteren Krérterung der Konstitutionsfrage von U,,H,,0,, 


-fiigen wir hier die Tatsache ein, daB die Siure eine C=O-Gruppe 


enthilt, so daB von ihren 10 Sauerstoffatomen 6 in 3 Carb- 
oxylen, 3 im Anhydridsystem und das letzte im Carbonyl ent- 


 halten sind. 


Die Aufspaltung zwischen C, und C,, aus IV ist aus- 
geschlossen, sie ist nur zwischen C, und C, mdglich. Dadurch 
wiirde eine Oxysiure (VI) entstehen, deren Hydroxy! sich zu 


_2C=0-Gruppen in f-Stellung befindet, die also leicht Wasser 
abspalten wird; dadarch entstiinde VII. 


Siure VII, C,,H,,0,, kann in C,,H,,0,) tibergehen durch 


oxydativen Ersatz von 2H durch 0. Sie enthalt den Komplex 
eines Glutaconsiiureanhydrids, und die Reaktionsfahigkeit der 
_ heiden Methylenwasserstoffatome in C, legt den Gedanken nahe, 
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CH, CH, 
GH, OH oH 
HOOC CH HOOC 
VI. VIL. 
HOG— -CH, 4 CH, 
| | | 
HO00-H,0—GH CO 
CO—O CO—O 
CH, 
CH, CH 
| _ COOH 
H 
ll. 
| 
HOOC-CH,—C 
| | 
CO—O 


jenen Ersatz an diese Stelle zu verlegen. Damit wiirde fii 
die Siure C,,H,,0,, die Formel VIII als sehr wahrscheinlich § 
abgeleitet. Die auBerordentliche Neigung, den Anhydridring 

geschlossen zu halten und aus der offenen Siure C,,H,.0, 
erneut zu schlieBen, trifft hier auf die scharfe Parallele de f 
Pyrocinchonsiure IX, die frei tiberhaupt nicht bestiindig 
ist, sondern spontan in ihr Anhydrid (X) tbergeht. 


H,C—C—COOH H,C—C—CO 
H,C—C—COOH H,C—C—60 


Obwohl alle Eigenschaften und Reaktionen unserer Siiure 
mit der Formel VIII vollkommen iibereinstimmen, fehlt ib: 
doch ein Merkmal: 

Wir kénnen die Doppelbindung auf keine Weise festlegen. 
Die Siure laBt sich nicht hydrieren, und entfarbt Permanganat 


auch in Hisessig nicht sofort, wie es von einer ungesiittigten F- 


Verbindung zu erwarten wire. DaB sie Brom nicht aufnimmt. f 
fallt weniger schwer ins Gewicht. | 
Ks ist zwar schon vielfach an Verbindungen aus dem —- 


Abbau der Gallensiiuren das Versagen typischer Gruppet- 


reaktionen mit Sicherheit festgestellt worden, aber wir haben >> 
bis jetzt keine experimentelle Erfahrung dariiber, auch 


q 
a 
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eine Kohlenstoftdoppelbindung derartige Ausfallerscheinungen 
zeigen kann. Allerdings ist auch noch keine einfache Siure 


CO 
Sco 


| yon der Struktur = | | beschrieben, deren Doppel- 


Z~_Y 
WO 


bindung sich vielleicht ebenfalls inaktiv verhalten kénnte. So 


kénnen wir die fir C,,H,,0,, abgeleitete Formel VIL, so 
| plausibel sie an sich erscheinen mag, vorerst nur mit Zuriick- 
haltung aufstellen. Das Gleiche gilt fiir die aus VIII ent- 


wickelten Formeln XI und XII, in denen die Athylenliicke durch 


erneuten Ringschlu8B aufgehoben ist. 


H,C-—-CH 
CH CH CO CH CH 
XI. CH, O, XU. HOOG &—CcO. 
Git cH, CH CO 
| 
COOH COOH COOH-H,G CO-—O 


Anhydridsiure C,,H,,0,,. 


6 g Brenzcholoidansiure C,,H,,0, werden mit 24 ccm 


_ rauchender Salpetersiure auf dem siedendem Wasserbad erhitzt; 


die Kinwirkung verléuft auch in der Wirme nicht stiirmisch 
und ist nach 11/, Stunden nahezu beendet. Man fiigt jetzt 


noch 2 cem HNO, zu und erhitzt weitere 45 Minuten im leb- 
haft siedenden Bad. Dann verdiinnt man mit 50 ccm heiBen 


: Wassers und dampft die klare Lésung in einer Glasschale auf 


dem Wasserbad ein. Wiihrend dieser Operation scheidet sich 


Reaktionsprodukt in grob krystalliner Form ab. Man 
 erkalten, saugt ab, wischt mit verdiinnter Salpetersiiure und 
 krystallisiert das schon beinahe reine Praiparat (2—2,5 g) aus 
 25°/jiger Essigsiure oder aus Essigester um. Abgestumpfte 
 Prismen, Schmelzp. 278° unter Braunfirbung und Zersetzung. 
 Unléslich in Ather und Benzol, schwer in Essigester und Wasser, 
leicht in den Alkoholen und in Kisessig. Die nachstehenden 
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Analysen und Titrationen stammen von verschiedenen Praparatey 
und Reaktionen. 


0,1292, 0,1084, 0,3148, 0,2345 g Substanz gaben 0,2805, 0,284), 
0,6807, 0,5074 ¢ CO,, sowie 0,0796, 0,0664, 0,1841, 0,1393 g HO. 
5,045 (466) 
Ber. C 59,20°/, H 6,48, 
Gef. ., 59,19 59,02 58,98 59,019,  ,, 6,89 6,85 6,55 6.65", 
Titration. 0,1714 g Substanz: 11,5 eem n/10-NaOH. 
Aquivalent fir 3COOH Ber. 155 Gef, 149. 


5 Titrationen in Alkohol mit n/10-alkoholischem Kali gabeu Werte 
von 149, 147, 154, 154, 148. 

Hdher basisch titriert sich die Siiure in der Hitze mit tiberschiissigen 
alkoholischen Kali. Es wurden so Aquivalentzahlen von 112, 96, 112 


466 
113, 95 erhalten, wihrend sich 93 berechnet. Die geringe Lis & 


lichkeit der Alkalisalze, auch der tertiiiren in Alkohol, bereitet einige 
Schwierigkeiten. Indes sieht man deutlich, da8& in der Hitze mel 
Carboxyle als oben durch Alkali gebunden werden. 

Saures Bariumsalz (Mothes). Die in einem Ubersehu vo 
Natriumacetatlésung geléste Siiure wird in der Siedehitze mit Bariun: 


chloridlésung versetzt. Beim Erkalten kommt das Salz in zu Rosette B- 


geordneten Nadeln heraus. Es wurde zur Analyse aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert. 

0,0818 g¢ Substanz (im Hochvakuum bei 120° getrocknet): 1,88 cem 
n/10-NaOH. 

Fiir C,,;H,,0,,Ba Aquivalent (einbasisch) Ber. 601 Gef. 593. 

Das aus der Lésung mit Soda heif gefillte BaCO, titrierte sich mi 
der doppelten Menge, niimlich 2,72 cem n/10-HCl, was mit der Zusammen- 
setzung des Salzes gut iibereinstimmt, 


Ber. Ba 22,7°/,  Gef. Ba 22,32°/, 
Trimethylester C,,H,,0,, (W. Mothes). 
1g der Saure C,,H,,0,,, in wenig Aceton gelist, wir 
in einen Uberschu8 itherischer Diazomethanlésung gegeben. 


Nachdem die Stickstoffentwickelung aufgehért hat, schiittelt 


man zweimal mit verdiinnter Na,CO,-Lisung aus, trocknet unt 
laBt verdunsten. Strahlige Krystallmasse, die, aus wenig Methyl > 
alkohol umkrystallisiert, bei 132° schmilzt. In_ fast allen § 
organischen Liésungsmitteln leicht léslich. Im Hochvakuum 
destilliert der Ester ohne Zersetzung bei 240—250°. 
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0,2540 und 0,1217 g Substanz gaben 0,5742 und 0,2748 ¢ CO,, sowie 


0,1686 und 0,0784 g H,0O. 


OCH,-Bestimmung: 0,1404 und 0,1028 g (Adickes) Substanz gaben 


),1946 und 0,1436 g 


C,H (508) 
Ber. 61,41°/ H 7,08°/, OCH, 18,33°/, 
Get. ” 61,67 61,60°/, ” 7,42 7,21 °/, ” 18,29 138,46"), 


Der Ester ist zuerst von F. Adickes aus dem Silbersalz 


Siure mit Methyljodid dargestellt worden. 


Der Trimethylester verhilt sich wie ein neutraler Ester 
gegen wiiBrige Alkalien und Soda, worin er unldslich ist. 
Jedoch wird er durch alkoholisches Kali aufgespalten und lieB 
sich auch so, zwar unscharf, als zweibasisch titrieren. Aus 


der neutralisierten Lésung fiel beim Ansiiuern eine élige Saure, 
-die nach 2 Tagen krystallin und in Alkalien unlislich wurde, 


Der Trimethylester hatte sich zuriickgebildet. 


Semicarbazon der Siure C,,H,,0,,. Dieses Carbonyl- 


10° 


derivat der Siiure wurde als Semicarbazidsalz erhalten, als 
0,0 g Siure, in 8 com Alkohol mit 0,8 g Semicarbazidchlor- 
 hydrat und ebensoviel Natriumacetat in 6 com Wasser 8 Stunden 
lang auf dem Wasserbad gekocht wurde. Beim langsamen 
_Kinengen im Exsiccator kleine farblose Krystallbiischel vom 


Schmelzp. 247°. Ziemlich leicht lislich in Wasser, fast un- 


lislich in Alkohol, Aceton, Pyridin. Aus der wiiBrigen Lésung 
wird durch Salzsiiure das freie Semicarbazon ausgeschieden, 
das aber schwer krystallisierte. Auch das Semicarbazidsalz 


gab keine gut stimmenden Stickstoffzahlen (13,03 und 13,09°/, N 
anstatt 14,48°/,). Sie geniigten aber als Beweisstiick fiir das 
Vorhandensein einer Ketongruppe in der Saure C,,H,,0,)- 


Die Spaltung des Semicarbazons nach L. Wolff wurde ver- 


geblich versucht; bei der Absprengung von Stickstoff ent- 
Standen nur Schmieren. 
Die offene Keto-pentacarbonsiure C,,H,,0,,. 


Die Siure C,,H,,0,, wird in der 20fachen Menge ihres 


Gevichts 15°/,iger Kalilauge 2 Stunden lang — wahrscheinlich 


geniigt schon kiirzere Zeit — am Riickflubkiihler gekocht; die 
filtrierte Lésung macht man mit der ndtigen Menge etwa 
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4n-Siure sauer gegen Congopapier. Meist krystallisiert die 
neue Siiure von selbst, sicher beim Reiben aus. Sie wird auch 
aus 25°/,iger Essigsiure umkrystallisiert, in der sie erheblich 
leichter léslich ist als die Anhydridsiiure; im Gegensatz 71 
dieser list sie sich nicht in Aceton und auch in den ander 
organischen Lisungsmitteln schwerer als sie. An Schonheit 
der Krystalle steht sie ihr nicht nach; die Formen sind ihn. 
lich wie dort. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 298°, also um 20° hoher als 
der von ©,,H,,0,o. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 120° zur Konstanz 
getrocknet. Verschiedene Priiparate und verschiedene Ana- 
lytiker. 

0,1047, 0,2197, 0,2447, 0,2557 g Substanz gaben 0,2197, 0,45ss, 
0,5115, 05332 g CO, und 0,0599, 0,1224, 0,1371, 0,1461 g H,O. 

Cog (484) 
Ber. C 57,03°/, H 6,60°/, 
Gef. ,, 57,24 56,96 57,01 56,90°/, » 6,40 6,23 6,27 635°, 

Bei der Titration verhilt sich die Saiure wie C,,H,,0.,. 
Bemerkenswert ist, die Titration in wiiBriger und alko- 
holischer Liésung auch nur 3 Aquivalente feststellt (Gef. 150 
und 162 anstatt 161). Der AnstoB der Salzbildung scheint 
zu geniigen, da®B der Anhydridring zuriickgebildet wird. Bein J 
Ansiiuern der mit Phenolphthalein schwach roten Lésungen 
wurde in der Tat die Siure C,,H,,0,, vom Schmelzp. 278° 
(nach dem Umkrystallisieren) ausgefillt. Die freie Pentacarbon- 
siiure ist als solche bestindig und wird in heiBen Lisungs- 
mitteln nicht anhydrisiert. Jedoch wirkt in dieser Richtung 
das Kochen mit konzentrierter Salpetersiiure oder Salzsiure. 


Bariumsalz, Fihrt man die Siiure C,,H,,0,,, wie 
fiir C,,H,,0,, beschrieben, in ihr saures Bariumsalz iiber, 0 
erweist sich dies als identisch mit dem der ersten Siure. 

0,1148 g Substanz: 1,92 cem n/10-NaQOH. 

Das aus der Lésung mit Na,CO, gefillte Bariumcarbonat 
neutralisierte die doppelte Menge, nimlich 3,91 ccm n/10-HC. 


C,,H..0,, Ba Ber. Aquivalent 601 Ba 22,7°/° 
Gef. 598 28,89 
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Methylester. Die Veresterung erfolgte durch KingieBen 


Lisung der Siiure in Methylalkohol in iitherische Diazo- 
methanlésung, die in groBem UberschuB angewandt wurde. Um 
jede verseifende Wirkung auszuschlieBen, wurde die Liésung 
im Vakuum verdampft. Das zuriickbleibende gelbe Harz 
nach 4 Tagen zum ‘Trimethylester der Siure 
Schmelzpunkt nach dem Umbkrystallisieren aus 
| Methylalkohol bei 132°. 


Um zu zeigen, daB dieser neutrale Ester nicht das direkte 


- Produkt der Methylierung ist, wurde bei einem zweiten Ver- 
' such zuerst der Holzgeist aus der Reaktionslisung mit Wasser 
herausgeschiittelt. Hierauf wurde zweimal verdiinnte Sodalésung 
-in Anwendung gebracht. Im Ather blieben nur minimale 
| Mengen von neutraler Substanz. Beim Ansiiuern der Soda- 


ausziige fiel ein helles Harz, das nach einigen Tagen krystallin 


' geworden war und sich nun in Alkalien nicht mehr léste. 
Durch Umkrystallisieren aus Methylalkohol erhielt man auch 
hier wieder den Trimethylester vom Schmelzp. 132° (Misch- 
' probe). Mit Semicarbazid liefert die Siure C,,H,,0,, das 
 gleiche Produkt vom Schmelzp. 247° wie die Siure C,,H,,0, 


Zur Charakteristik der beiden Siuren, deren nahe Be- 


aehungen jetzt feststehen, sei noch folgendes angegeben. Die 
. Brenzreaktion — Erhitzen im Hochvakuum auf 300° — fiihrt 
/nach 1—11/, Stunden zur Abspaltung von 12°/, CO, und 
der Riickstand ist gréBtenteils verkohlt. Chrom- 
| Siure in siedendem Kisessig und rauchender Salpetersiiure sind 
ohne Kinwirkung; Permanganat reagiert in gelinder Wiirme 
| langsam, Hydroperoxyd indessen greift die Lésung der Salze 
| kriftig an, ein Hinweis auf eine «-stindige Ketogruppe; dic 
 ingewandte Siure war hierbei vollstiindig veriindert, ohne dab 
Sich jedoch etwas Kinheitliches isolieren lieb. 


Beim Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiiure auf 100° 


(21), Stunden Jang) wurden 4,2 °/,. weniger als '/, Mol CO,, aber 
| kein Kohlenoxyd abgespalten. Bei 5-sttindigem Krhitzen in 
(er 6 fachen Menge v-Naphthylamin unter Stickstof! auf 200° 
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gingen 9,1°/, CO, = 1 Mol weg. Mit 20°/,iger Barytlisung 
4 Stunden auf 220° erhitzt, ebenso nach dem Schmelzen ijt 
KOH bei 200° wurde die Saure C,,H,,0,, unveriindert wiedy 
zuriickgewonnen (Adickes). 

SchlieBlich sei noch erwihnt, dab bei der Darstelluny 
der Saure C,,H,,0,, aus Brenzcholoidansiure und rauchende: 
Salpetersiiure 8,8°/, (O, — infolge einer Nebenreaktion — 


abgespalten werden. 
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ptigstellung zu verschiedenen Mitteilungen H. Fischers 
fiber Porphyrine. 
Von 
0. Schumm. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, November 1924.) 


H. Fischer hat sich dazu berufen gefihlt, verschiedene Fest- 


fstellungen des hiesigen Laboratoriums einer ebenso unsachlichen wie 
formlosen Kritik zu unterwerfen, die unbedingt abgelehnt werden muB. Ich 
wiirde sie mit Stillschweigen iibergehen, wenn Fischer nicht wiederum 
hiesige Untersuchungsergebnisse so unrichtig dargestellt hitte, daB sie 
‘als unvollkommen oder nicht beweiskriiftig erscheinen. Ich beschriinke 
‘mich darauf, zu denjenigen seiner Irrtiimer Stellung zu nehmen, die 


wegen ihrer Tragweite besonders bedenklich erscheinen. 
1, Trotz meiner ausfiihrlichen Erklirungen und eindeutigen 


Auferungen') iiber die in meiner 1. Mitteilung iiber das Porphyrin des 


Harms Gesunder behandelten Fragestellungen gibt H. Fischer auch 
jetzt nicht zu, daB er sie falsch ausgelegt hat. Ich weise ihn deshalb 
nachdriicklich auf die zu seiner Unterrichtung geschriebene Erklirung 


S. 302%) meiner Richtigstellung hin. 


H. Fischer fihrt mit starker Betonung immer wieder’) die Tat- 


‘ache an, da8 ich bei vergleichenden Untersuchungen iiber den Porphyrin- 


gebalt normaler Harne bei verschiedenartiger Erniihrung die Atherextrakte 


‘Mit Natriumsulfat getrocknet und dadurch einen Teil des Porphyrin- 
‘gehaltes verloren hitte und will daraus eine ,,fehlerhafte Methodik“ 


koustruieren, Dazu wire H. Fischer nur dann berechtigt, wenn ich 
das Verfahren in dieser Form als exakte quantitative Bestim- 
Mungsmethode des Gesamtporphyrins bezeichnet hitte. Das ist aber 


Micht geschehen. Mit dem angegebenen Verfahren habe ich bei gleich- 
Mifiger Ausfiihrungsweise in 8 Versuchen an fiinf verschiedenen 
‘Personen einwandfreie positive Porphyrinbefunde‘) nur nach 
Fleisch- oder Blutkost (teils Fleisch und Blutwurst) erhalten. 


') Diese Zs. Bd. 133, S. 298 (1924). 

) a. a. O. 

*) Neuerdings in dieser Zs. Bd. 138, 8. 313 (1924). 

‘)d.h. beide Hauptstreifen des Absorptionsspektrums deutlich 


‘Destimmbar. 
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Es kam mir damals darauf an, festzustellen, ob die Schwankunge. 
im Gehalt des normalen Harns an Porphyrin durch die Ernihrungsweis i 
mitbedingt seien. Da das angewandte Verfahren hierzu ausreichte, ifm 
Fischer nicht berechtigt, mir ,,fehlerhafte Methodik“ vorzuwerfen. 
er diesen Vorwurf von neuem erhebt, ist um so weniger verstindlic, i 
als er schon im drittniichsten Satze die Richtigkeit meiner Schluj./ 
folgerung zugibt mit den Worten: ,enn wenn durch die Fleischkoy 
nicht eine Vermehrung des Porphyrins erfolgt wire, so hiitte er es jim 
nicht finden kénnen.') 

So beweist H. Fischer selbst die Nichtigkeit seines Vo. 
wurfs, den er iibrigens indirekt auch durch eine AuBerung in dy 
M. med. W. entkriftet, in der er anerkennt, da8 sich meine am Han 
bei Fleischkost erhobenen positiven Befunde durch den Porphyringehak 
des Fleisches erkliren! | 

2. H. Fischer?) wirft mir vor, ich habe ein von mir als bedenklic 
bezeichnetes Verfahren dennoch in eigenen Untersuchungen iiber de 
Porphyringehalt von Fleisch angewandt. In Wahrheit verhiilt es sic 
ganz anders. 

Als bedenklich bezeichnet habe ich an der von H. Fischer a 
gefiihrten Stelle*) meiner Abhandlung die Extraktion durch linge 
dauernde Behandlung von Organstiicken mit 25 °/, iger oder rauchende 
Salzsiiure. In der Abhandlung*), gegen die sich H. Fischers Angi 
richtet, habe ich aber nicht Organstiicke sondern gewaschene essigsiur: 
haltige Atherextrakte mit 25 °/, iger Salzsiiure extrahiert und auberdefih 
in dem auf S. 317 derselben Abhandlung genau protokollierten Ver 
suche ,,11“% gezeigt, daB das betreffende Porphyrin aus dem Essigsiue [i 
Atherextrakt des Fleisches auch durch 5°/)ige Salzsiure gewonnen werd 
kann, eine Feststellung, auf die ich schon im Text der Abhandlung a 
8. 811 hingewiesen hatte.°) 

Demnach hat H. Fischer mich hier der Anwendung einem 
Methode beschuldigt, die in Wahrheit bei der ganzen Unter 
suchung von mir garnicht angewandt worden ist! | 

8. Hinsichtlich der aus Fleisch gewinnbaren Porphyrine glaul 
Fischer Prioritiétsrechte verteidigen zu miissen*), die anzufechten 
gar nicht in den Sinn gekommen ist. : 

Meine Untersuchung sollte in erster Linie die noch keinesweg yy 
geklirte Frage nach dem Koproporphyringehalt des Fleisches entscheiden 


1) Diese Zs. Bd. 138, S. 313 (1924). 
9) Diese Zs. Bd. 137, S. 195 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 132, S. 71 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 133, S. 308 (1924). : 
*) ,Auch bei sehr schwacher Salzsiure geht schon Farbstoft ibe 
allerdings weniger reichlich.“ | 
*) Diese Zs. Bd. 187, S. 195 (1924). 
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| Unter den von mir gewihlten Versuchsbedingungen lie8 sich Kopro- 
4 porphyrin nicht nachweisen'), sondern ein chloroformléslicher porphyrin- 
artiger Farbstoff. Im Zusammevhang mit unseren Untersuchungen iiber 
| die diagnostische Bedeutung der Snapperschen Faecesporphyrinprobe 
F hatte mein Mitarbeiter A. Papendieck den Einflu8 der Fleischkost auf 
| den Porphyringehalt der Faeces gepriift und danach deutliche Ver- 
mebrung gefunden®), trotzdem er in Proben desselben Fleisches Por- 
phyrin nicht nachweisen konnte. H. Fischer sprach dann die Ver- 
' mutung aus, da8 im Fleische Koproporphyrin enthalten sei’), schlug vor, 
in dem durch Fiaulnis*) total zerstérten Fleische aufzusuchen und 
gab an, bei derartigem Vorgehen in der gefaulten Masse Koproporphyrin 
nebeo Kimmerers Porphyrin) gefunden zu haben.) Ich hielt eine 
' eingehendere Untersuchung iiber den Porphyringehalt von kiuflichem 
' Fleisch fiir nétig und habe gleich in der 1. Versuchsreihe festgestellt), 
_ daB sich gelegentlich schon aus Fleisch, das fiir den Gebrauch in der 
| Kiiche gekauft war und keinerlei fiuBere Zeichen von Faulnis darbot, 
ein porphyrinartiger Farbstoff gewinnen lieB, der, sowcit feststellbar, 
/ mit dem in anderen Versuchen bei ausgesprochener Fiulnis in reich- 
 licher Menge erhaltenem Porphyrin iibereinstimmte. Das anscheinend 
| gleiche Porphyrin lie8 sich mehrfach auch aus durch Pepsinsalzsiiure 
yerdautem Fleische gewinnen.’?) DaB® H. Fischer vor dem Erscheinen 
| meiner Veréffeutlichung in dieser Anordnung ausgefihrte Versuche 
| beschrieben hat, ist mir nicht bekannt. Ich halte demnach meinen von 
| H. Fischer beanstandeten Ausspruch’) fiir durchaus zulissig, zumal 
‘ich die in Betracht kommenden Abhandlungen von H. Fischer 
| und H. Fischer und K. Schneller erwiihnt und auf S. 309 und 311 
' meiner Abhandlung auf das von Kiimmerer und Fischer beobachtete 
| Porphyrin hingewiesen hatte. H. Fischer hat nach seinen eigenen An- 
gaben®) eine stark abweichende Versuchsanordnung befolgt.'?) Zur Ge- 


t ) Diese Zs. Bd. 133, S, 308 (1924); genaue Versuchsprotokolle da- 


selbst S. 818—319. 

vz *) Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923). 

mo 8) Miinch. med. Wochenschr. Nr. 36, S. 1148 (1923). 
: ‘*) Diese Zs. Bd. 130, S. 306 (1923). 

*) Miinch. med. Wochenschr. a. a. 

nN °) Diese Zs. Bd. 133, S, 308 (1924). 


‘)a. a. O. (Bd. 183). 

‘) a. a. O. (Bd. 183) S. 310. 

*) Diese Zs. Bd. 180, S. 302 (1923). 
Es verdient hervorgehoben zu werden, dai’ Kammerer bei 
| Spontaner Faulnis von Fleisch Porphyiinbildung offenbar nicht erzielt 
| hat, denn er schreibt (Klin. Wochensebrift 1923, S. 1153): ,,Es ist inter- 
| sant, daB ein einfaches Faulnisbakteriengemisch, das durch Faulen- 
| 14* 
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winnung von Kimmerers Porphyrin aus Blut diente ihm mit ,,Stu}). 
bakterien“ geimpfte und bebriitete Blutbouillon; beziiglich seiner Fleigc}, 
versuche macht er in der Miinch. med. Wochenschr.') nur die allgemejy 
gehaltene Bemerkung: ,,da es uns gelungen ist, durch Fiulnis yo, 
Fleisch neben Kaimmerers Porphyrin deutlich den spektroskopischey 
Befund des Koproporphyrins zu erhalten“, In der zugehérigen 
fiihrlichen Abhandlung in dieser Zs.”) schreiben Fischer und Schnelle; 
in einer Anmerkung bei der Korrektur tiber diesen Punkt nur, dab g 
ihnen gelungen sei, ,,im Fleisch nach Faulnis Koproporphyrin zu finden,’ 
Auch im Handbuch der Biochemie ist in der Beschreibung der Ab. 
scheidung von Kimmerers Porphyrin nur von dem Faulnisgemisch' 
die Rede’), ebenso findet sich in der FuBnote auf S. 403 nur die all. 
gemeine Angabe ,,Muskelsubstanz, Leber, Lunge usw. gaben nach 
Fiiulnis und Aufarbeitung analog S. 17 denselben spektrometrische 
Befund (Kimmerers Porphyrin und Koproporphyrin in Ather neber- 
ecinander)“, Ubrigens hatten wir im Gegensatz zu Fischers Ver 
mutung’) von diesen im Handbuch niedergelegten Angaben keinerli 
Kenntnis. Ich habe mir seinen Beitrag aber beschafft®), nachdem ich 
erfahren hatte, daB H. Fischer einen Teil seiner mit Hilger wi 
Schneller erarbeiteten Versuchsergebnisse nur in jenem Handbuche 
veréffentlicht hatte. 


Leider haben sowohl Fischer‘), wie ich (anscheinend auch 
Kiimmerer) keine Kenntnis davon gehabt, daB bereits Hoagland‘) in 
sogenannten aseptischen Autolyseversuchen die Entstehung eine: 
Porphyrins aus Fleisch beobachtet hatte. Deshalb bedarf auch da 
Eingangssatz in H. Fischers Beschreibung im Handbuch der Bio- 
chemie’): ,,.Kiimmerer ist es zum 1. Male gelungen (a. a. O. 13), aufer 


lassen von Fleisch in Wasser oder Bouillon erzielt wurde, also mit 
Stuhl nichts zu tun hatte, trotz intensiven Faulnisgestanks nicht zur 
Porphyrinbildung geeignet war, ein Zeichen, da8 nur ganz bestimmt 
anaerobe Bakterienarten, vielleicht auch Unterarten des B. putrificu: 
und bestimmte Synergismen von Bakterien dazu imstande sind.“ 

1) a. a. O. 

2) Diese Zs. Bd. 180, S. 307 (1928). | 

C. Oppenheimer, Handbuch der Biochemie, II. Aufl. 
S. 366 (1928). 

4) Diese Zs. Bd. 187, 8. 195 (1924). 

5) Wir erhielten ihn am 8. August 1924 (vgl. diese Zs. Bd, 139, 
S, 257, Anm.). 

6) Vgl. seinen Ausspruch in dieser Zs. Bd. 185, 8. 258 (1924). : 

”) R. Hoagland, Journal of Agric. Research, Dep. of Acricultu ; 
Bd. 7, S. 41—45 (1916); Zit. n. Chem. Zbl. 1917. ; 

a. a. QO. 
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halb des Organismus ein Porphyrin zu erzeugen, das von Fischer und 
| Schneller (a. a. O. 14) krystallisiert dargestellt wurde“, der Korrektur. 


Ich schlieBe mit der Erklirung, daB es mir durchaus fern gelegen 


hat, Kammerer und Fischer das Verdienst streitig zu machen, in 
mit ,Stuhlbekterien“ gemischtem Fleisch und ebenso ge- 
-impfter Blutbouillon nach ergiebiger Fiulnis Porphyrine auf- 


gefunden zu haben, bevor ich meine Fleischuntersuchungen ausgefiihrt 


habe. Ich nehme aber fiir uns in Anspruch, Untersuchungen iiber den 
Porphyringehalt von Nahrungsfleisch, kiinstlich verdautem sowie der 
spontanen Zersetzung bei Zimmertemperatur tiberlassenem Fleisch aus- 


gefiihrt zu haben, bevor wir irgendwelche Kenntnis der von Fischer 


und Schneller bei ihren befolgten Versuchs- 
 anordnung?) haben konnten, 


4, Fischer und Zerweck haben in Bd. 132 dieser Zs. auf S. 16 


mitgeteilt, sie nach ihrer Methode fast in jedem Serum Porphyrin 
' nachweisen kénnen. Ihr Verfahren ist dort S.27 genau beschrieben. 
| In einer zugehirigen FuB8note schreiben sie auf derselben Seite als An- 
| merkung bei der Korrektur: ,,Neuerdings haben wir allerdings in ver- 
' schiedenen Fiillen Porphyrin im Serum vermift. Auf der folgenden 
Seite findet sich im Text der Ausspruch: ,,Weiterhin wurde eine Reihe 
' normaler Seren untersucht und in allen Koproporphyrin gefunden“. 
| Wenngleich ich diesen Angaben meinen Erfahrungen nach kaum irgend- 
_ welche Wabrscheinlichkeit zuerkenuen konnte, so haben wir sie doch 
einem gréBeren Material nachgepriift. Die verédtfentlichten Unter- 
- suchungen sind von meinem Mitarbeiter A. Papendieck ausgefihrt 
_ worden. Das Ergebnis seiner Untersuchung ist bekannt.?) Trotz sorg- 
| samster Befolgung der von Fischer und Zerweck gegebenen Vor- 
_ schrift haben sich ihre Angaben durchaus nicht bestiitigen lassen. Die 
| Angelegenheit kénnte als erledigt gelten, wenn nicht H. Fischer 
| schlieBlich zu dem Mittel gegriffen hitte, die Zuverlissigkeit meines 
| Mitarbeiters beziiglich dieser Untersuchungen zu verdiichtigen.*) Ich 
_ erwidere H. Fischer, daB A. Papendieck die Versuche mit denkbar 
| gréBter Sorgfalt, groBenteils in meiner Gegenwart ausgefihrt hat und 
' daB die entscheidenden Beobachtunzen, soweit sie von uns gemeinsam 
_ angestellt worden sind, ausnahmslos iibereinstimmend beurteilt wurden. 


5. H. Fischer nimmt Ansto8 daran, da8 ich in einer Bemerkung 


iiber die im Laufe der Zeit von verschiedenen Autoren fiir das Himato- 
porphyrin Nencki und Mesoporphyrin in Salzsiiure gefundenen spektro- 


1) Beschriebéen in dieser Zs. Bd. 135, S. 268 ff. (1924). 
2) Diese Zs. Bd. 136, S. 293 (1924); vgl. auch Bd. 140, S. 111 (1924). 
*) Wie H. Fischer angesichts seiner Eingestindnisse auf S. 312 


der Abhandlung einen derartigen verdichtigenden Vorwurf aussprechen 
Konnte, ist nicht zu verstehen. 
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metrischen Werte seine Zahlen nicht als genau genug gelten lagge, 
Mein Urteil griindet sich indessen auf folgende unbestreitbare Tatsachen, 
Die Werte fiir Mesoporphyrin und Koproporphyrin liegen je um einige 1, 
weiter nach Violett als die fiir Nenckis Hamatoporphyrin. Daray; 
griindet sich eine der Méglichkeiten, einen der beiden Farbstoffe j, 
geniigend reiner Lésung von Nenckis Hamatoporphyrin zu unterschciden, 
Fischer hat seinerzeit aber fiir Haimatoporphyrin und Koproporphyriy 
buchstiblich identische Werte, fiir Mesoporphyrin eine minimale 
Abweichung (0,5 uu rotwirts) angegeben, hitte danach also im Ernstfullp 
reine Lésungen von Himatoporphyrin einerseits, Koproporphyrin anderer. 
seits nicht unterscheiden kénnen. Das beweist, da8 seine damalizen 
spektroskopischen Bestimmungen nicht genau genug waren, um 4) 
maBgebend gelten zu kénnen. 

- Leider verwirrt H. Fischer die Sachlage neuerdings, indem « 
im Handbuch der Biochemie auf 8S. 400)') fir Nenckis Himatoporphyriz 
in 25 °/,iger Salzsiure als Ort der Streifen nunmehr Werte angibt, dic 
sowohl von seinen friiheren wie untereinander so stark abweichen, dal 
es nicht verstiindlich erscheint, wie er trotzdem in Versuchen iiber die 
Umwandlung von Kiimmerers Porphyrin und QOoporphyrin durch 
Eisessig—Bromwasserstoff die spektroskopischen Werte der Produkte als 
diejenigen des Hamatoporphyrins glaubt erkennen zu kénnen.’) Der 
Widerspruch scheint H. Fischer entgangen zu sein. Auf Fischers 
Deutung*) der von ihm mitgeteilten stark schwankenden Werte fii 
krystallisiertes Hiimatoporphyrin gehe ich nicht néher ein. Nach meinen 
Erfahrungen geben genau nach Nenckis Vorschrift dargestellte und 
mit der nétigen Sorgfalt behandelte frische Praéparate von krystallisiertem 
Himatoporphyrin bei der Priifung in 25°/, iger Salzsiure untereinander 
sehr nahe tibereinstimmende spektroskopische Werte, ferner in dtherischen 
Lésungen Zahlen, die mit den von Willstiatter gefundenen befriedizent 
iibereinstimmen. 


1) Vgl. die Bemerkung auf S. 404. 

*) Diese Zs. Bd. 188, 8. 269 und 271. Auf §S. 269 wird fiir da 
als Himatoporphyrin aufgefaBte Produkt in 5°/,iger Salzsiiure als Ozt 
der 2 Hauptstreifen angegeben 596,3 und 552,0; auf S. 271 in 25%, iger 
Salzsiure 595,4 und 550,6. Im 1. Falle wiirden sich aber fiir 25 °/, HC 
etwa die Werte 598'/, und 554 ergeben haben. (In der Tat gibt 
H. Fischer in dieser Zs. Bd. 185, S, 289 (1924) als Ort der beiden 
Hauptstreifen des Himatoporphyrins in 25 °/, iger Salzsiure 598,1 und 
553,7 an.) Selbstverstiindlich ist es méglich, daB identische Produkte 
vorgelegen haben, die mitgeteilten Zahlen erlauben es aber noch nicht 
diesen SchluB zu ziehen. 

*) a. a. O. Bd. 188, 8, 266; vgl. Handbuch der Biochemie 5%. 404. 


J. Oohiiminester (14- Mittlg.) 


III. Atio-,,rhodo-porphyrin nach IV. Oohiminester aus Tetramethy]- 
Willstiitter (15. Mittlg.). himatoporphyrin (15. Mittlg.). 


ht V. Kupfersalz des Atio-,,hdmo-porphyrins 
(13, Mittlg.). 
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